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Abreviaturas:

EDTA, ácido etilendiamin-tetraacético; DTT, Ditiotreitol; TEA, Trietanolamina; TED,

amortiguador que contiene TEA, EDTA y DTT. ANS, 1-aniHno 8-nañaleno sulfonato;

MES (ácido 2-[N-Morfoiino] etansulfónico; PMSF, fenilmetilsulfonilfluoruro; DMSO,

dimetilsulfóxido; SDS-PAGE, docecil sulfato de sodio- electrofdresis en gel de

poliacrilamida; CM, carboxímetil; DC, dicroismo circular; GdnHCl, hidrocloruro de

guanidinio; SCM, centro espectral de masa, del inglés "spectral center of mass"; IF,

fluorescencia intrínseca; CEM, cromatografía de exclusión molecular; FPLC,

cromatografía líquida de alta presión, del inglés "fast pressure liquid chromatography";

TIM, triosafosfato isomerasa; TbTIM, triosafosfato isomerasa de Trypanosoma brucei,

TcTIM, triosafosfato isomerasa de Trypanosoma cruzi, y yTIM, triosafosfato isomerasa

de Saccharomyces cerevisiae. W12F, mutante de TbTIM cuyo triptofano 12 está sustituido

por fenilalanina; W159F, mutante de TbTIM cuyo triptofano 159 está sustituido por

fenüalanina., y W12F/W193F, mutante de TbTIM en la que los triptofanos 12 y 193 están

sustituidos por fenilalanina. Rs Radio de Stokes; F, fenilalanina; W, triptofano; A,

agregados, D, dímero nativo; D*,dímero parcialmente desplegado, M*, intermediario

monomérico; U, monómero desplegado.



Resumen

En este trabajo se caracterizó el desplegamiento de la triosafosfato isomerasa de

Trypanosoma brucei (TbTIM) y de dos mutantes con residuos triptofano (W) sustituidos

por fenilalanina (F). El desplegamiento de la TbTIM y las mutantes W12F y W12F/W193F

inducido por urea y por cloruro de guanidinio (GdnHCl) Se siguió por dicroísmo circular

(DC), fluorescencia, actividad catalítica y fluorescencia de 1 -anilino-8-naftaleno sulfonato

(ANS). Para ambos desnaturalizantes se observó que el patrón de desplegamiento no es un

proceso de dos estados, y que la sustitución de los residuos W desestabiliza la

conformación nativa de ambas mutantes con respecto a la proteína silvestre. La exposición

al solvente de diferentes regiones de la proteína durante el proceso de desplegamiento se

caracterizó espectroscópicamente con la comparación de los datos obtenidos para la TbTIM

y las mutantes. El análisis de los datos de fluorescencia permitió proponer qué regiones se

exponen al solvente a lo largo del desplegamiento.

Para la desnaturalización con GdnHCl, se determinó que el proceso de desplegamiento

involucra la presencia de dos intermediarios. Usando como referencia las características

hidrodinámicas de la mutante monoméríca RMM0-1TIM, obtenidas por cromatografía de

exclusión molecular proponemos el estado de asociación de los intermediarios: D*, un

dímero parcialmente expandido y M*, un intermediario monomérico. Por otro lado, se

observaron agregados de alto peso molecular a quienes proponemos como causantes de la

irreversibilidad del proceso.



1. Introducción

1.1 £1 plegamiento de las proteínas

La síntesis de proteínas se lleva a cabo en el proceso de traducción del RNA mensajero.

La cadena polipeptídica recién sintetizada posee como funciones primarias la adquisición

espontánea de la estructura tridimensional nativa y en el caso de proteínas oligoméncas, la

asociación de subunídades (Jaenicke, 1987). En el píegamiento in vivo, existen factores

auxiliares como chaperonas y catalizadores como la isomerasa de disulfuros y la peptidil

prolil cis-trans isomerasa, que asisten el proceso de plegamiento. Sin embargo, estos

factores sólo facilitan el plegamiento productivo en el ambiente celular, pero no lo dirigen.

Conocer el mecanismo por el cual las proteínas adquieren su estructura tridimensional

para tener el arreglo espacial que les permite obtener su estado nativo y funcional es un

problema aún no resuelto. A partir de los resultados de la renaturalización por oxidación-

reducción de la ríbonucleasa (Anfinsen, 1973), se propuso que la estructura nativa está

determinada por la secuencia de aminoácidos y las interacciones de ésta con el solvente.

El plegamiento de las proteínas puede compararse con una reacción química, en la cual

el reactante (proteína desplegada) se convierte en producto (proteína plegada) y puede o no

haber intermediarios. En una reacción química unimolecular existe un paso limitante

cuando la proteína pasa a través de un estado de transición. A diferencia de una reacción

química, en la que el estado de transición es una conformación única, en el plegamiento de

las proteínas éste es un ensamble de conformaciones (Sali et al., 1994).

El plegamiento de las proteínas puede considerarse como una transición entre fases

(desplegada, nativa e intermediarios), en donde cada fase posee muchas conformaciones



(Pande et al.> 1998). La proteína nativa, es un sistema dinámico que fluctúa entre un

número determinado de conformaciones y no una estructura única (Jaenicke, 1987).

Levinthal (1968) planteó el siguiente problema: si el proceso de plegamiento a partir del

estado desplegado de una proteína se hiciera por la búsqueda azarosa entre las diferentes

conformaciones, el tiempo que se requeriría para obtener una proteína nativa sería

demasiado largo, tan largo como millones de años. Esta observación a la que se le conoce

como paradoja de Levinthal plantea la existencia de rutas preferenciales de plegamiento, es

decir, de todas las conformaciones posibles, sólo algunas son relevantes, aquellas

cinéticamente accesibles en la escala de tiempo del plegamiento (Levinthal, 1968).

Se propuso también la existencia de estados intermediarios transitorios que de alguna

manera dirigieran la ruta de plegamiento de las proteínas (Matthews, 1991). Si fuera

posible identificar y establecer la estructura de estos estados, se podrían determinar los

factores que guían el plegamiento de las proteínas a través de rutas productivas.

Algunos datos experimentales permitieron proponer un modelo llamado"jerárquico". En

este modelo se plantea que durante los primeros milisegundos del plegamiento la molécula

se compacta y aparecen elementos de estructura secundaria. La siguiente etapa involucra la

formación de puentes de hidrógeno estables y la exclusión de algunos aminoácidos

hidrofóbicos del solvente. En esta etapa inicia la formación de la estructura terciaria, y

pueden presentarse intermediarios con estructura muy semejante a la nativa. Los últimos

eventos en este modelo de plegamiento involucran la formación del resto de tas

interacciones no covalentes que mantienen la conformación nativa, siendo la etapa más

lenta del proceso de plegamiento (Matthews, 1991,1993).

La propuesta de la existencia de rutas de plegamiento dio origen a la visión considerada

como clásica, que involucra una secuencia definida de estados que van de la conformación



desnaturalizada a la nativa (Kim & Baldwin, 1982), Mientras que esta visión involucra una

secuencia lineal de eventos, una nueva propuesta conocida como la "nueva visión del

plegamiento", basada en los resultados del uso de modelos de mecánica estadística,

sustituye el concepto de ruta de plegamiento por el de diagramas de embudo. Los modelos

mecánico-estadísticos reconocen que los diferentes estados de plegamiento son en realidad

ensambles de conformaciones. En el modelo de embudo, el plegamiento es un proceso de

flujos paralelos de estas diferentes conformaciones.

La idea de un embudo indica que las conformaciones adoptadas por la cadena poseen

menor energía libre, reduciendo progresivamente su "dimensionalidad" en el espacio

conformacional accesible. El embudo se va estrechando hasta llegar a la conformación

nativa (Baldwin, 1995, Dill & Chan, 1997).

1.2 Estudios de plegamiento de proteínas in vitro

Para seguir los diferentes pasos a lo largo del patrón de plegamiento, se ha utilizado el

análisis cinético y termodinámico de los procesos de desplegamiento y de replegamiento in

vitro (Jaenicke & Rudolph, 1989), Mucho se ha discutido sobre la validez de la

comparación del plegamiento in vitro vs. in vivo, sobre todo por el hecho de que la

renaturalización inicia a partir de una cadena polipeptídica completa, mientras que el

plegamiento in vivo es un proceso que involucra el crecimiento de la cadena del amino al

carboxilo terminales por lo que se ha sugerido que ésta se va plegando conforme se va

sintetizando (Jaenicke, 1987). Para considerar que la comparación del plegamiento in vitro

e in vivo es válida, se deben cumplir dos condiciones. La primera es que la cinética de

renaturalización esté dentro del rango de tiempo en que ocurre el plegamiento in vivo. La



segunda es que el producto final de la renaturalización sea indistinguible del estado nativo

inicial (Jaenicke, 1987, Jaenicke & Rudolph, 1989).

En términos de la termodinámica de equilibrio, el plegamiento se puede definir como la

transición reversible entre el estado desnaturalizado y el nativo. La reversibilidad es un

requisito indispensable para este tipo de análisis del proceso de plegamiento. Sin embargo,

no todas las proteínas presentan un proceso de renaturalización reversible.

1.3 Desnaturalización de las proteínas

El cambio en la conformación de una proteína debida a efectos en las interacciones no-

covalentes, sin cambio alguno en las interacciones covalentes se conoce como

desnaturalización. La estructura nativa de las proteínas se conserva bajo condiciones físicas

apropiadas de pH, temperatura, presión etc. El cambio en las propiedades del solvente

puede originar la pérdida de la estructura nativa o desnaturalización, la cual implica la

desactivación de la proteína y puede estar acompañada de disociación.

Los cambios moderados en las condiciones ambientales pueden no tener un gran efecto

sobre la estructura nativa de las proteínas; sin embargo, si el cambio en alguna variable

excede un valor crítico la protefna se desnaturaliza cooperativamente (Fernández-Velasco,

1995).

Dentro de los objetivos que existen para estudiar la desnaturalización de las proteínas, se

encuentra determinar la estabilidad conformacional de éstas bajo diferentes condiciones de

desnaturalizante, o bien, seguir la ruta de plegamiento estudiando los procesos de

desnaturalización y/o renaturalización de la proteína (Hamaguchi, 1992).



1.4 Agentes desnaturalizantes

Los desnaturalizantes usados para el desplegamiento de las proteínas globulares son el

cloruro de guanidinio (GdnHCl), urea, dodecil sulfato de sodio (SDS), aumento o

disminución de temperatura, extremos de pH, aumento de la presión hidrostática y menos

frecuentemente se usan el cloruro de litio, tiocianato de potasio, cloruro de calcio y

tiocíanato de guanidina (Tanford, 1970, Jaenicke & Rudolph, 1989).

Los experimentos de desnaturalización de las proteínas se basan en que la estructura de

las proteínas cambia conforme se incrementa una condición desnaturalizante. De esta

manera al aumentar gradualmente cualquiera de las condiciones desnaturalizantes, se

modifica la proporción entre el número de moléculas de proteína que se encuentran en el

estado nativo y el desnaturalizado, obteniéndose así una curva o perfil de desnaturalización.

En este tipo de curvas, se determina la fracción de proteína nativa que permanece

(siguiendo una señal sensible a la conformación de la proteína) mientras se aumenta una

condición desnaturalizante.

1.5 La urea y el cloruro de guanidinio como desnaturalizantes

La urea y el cloruro de guanidinio (GdnHCl) son dos desnaturalizantes útiles para los

estudios de desplegamiento tanto en condiciones de equilibrio como cinéticos, ya que se

sigue la transición entre el estado nativo (N) y los estados completamente desnaturalizados

de la proteína (Hamaguchi, 1992). El mecanismo por el cual actúan la urea y el GdnHCl no

se conoce totalmente, a pesar de ser ampliamente usados como desnaturalizantes de

proteínas. No se conoce si la acción del desnaturalizante es directa y análoga a un

mecanismo de unión de ligando, o bien, si es indirecta e involucra un cambio en las

propiedades del solvente. Existen algunos trabajos que estudian evidencias directas de la

7



interacción de los dos desnaturalizantes con la molécula proteica, como el trabajo de

Tanford sobre la transferencia de los aminoácidos de soluciones acuosas a soluciones con

desnaturalizante (Tanford, 1970) y los estudios calorimétricos de las interacciones de la

proteína con urea y GdnHCl (Makhatadze & Privalov, 1992).

Aparentemente, el mecanismo de unión del desnaturalizante es el causante de la

desestabilización de la proteína nativa. En este mecanismo, los agentes estabilizadores

tienen baja interacción con la superficie de la macromolécula disminuyendo la solubilidad

de la proteína. En contraste, los desnaturalizantes como la urea y el GdnHCl interaccionan

con la superficie de la proteína, especialmente con aquellas superficies no polares que

tienden a estar dentro de la molécula (los valores de energía Ubre de transferencia de

cadenas hidrofóbicas es negativa) e incrementan la solubilidad de la proteína. Ambos

desnaturalizantes incrementan la solubilidad de moléculas polares y no polares y

disminuyen la magnitud de las interacciones hidrofóbicas. Incluso, la interacción con las

superficies polares y no polares es más favorable que su interacción con el agua, lo cual se

ha medido por la energía libre de transferencia de agua a una solución de desnaturalizante

(Creighton, 1993).

El GdnHCl es un desnaturalizante más fuerte que la urea. La energía libre para la

transferencia de aminoácidos y péptidos de agua a soluciones acuosas de urea y GdnHCl

(Agí) es de dos a tres veces mayor para GdnHCl que para urea. Esto indica que las cadenas

laterales de los aminoácidos tienen mayor afinidad por GdnHCl que por urea, y que la

desnaturalización por ésta requiere de dos a tres veces más concentración de

desnaturalizante (Hamaguchi, 1992).



1.6 Técnicas para seguir las transiciones estructurales durante el

desplega miento de las proteínas.

Al desnaturalizar una proteína por aumento de la concentración de un desnaturalizante

como urea, GdnHCl o cualquiera de los desnaturalizantes mencionados anteriormente, es

necesario seguir una señal que sea sensible a los cambios en la conformación de la proteína

nativa. La determinación de la función biológica y del estado de asociación de la proteína

son recursos experimentales importantes. La medición de la actividad enzimática es un

método sensible, rápido y específico para caracterizar las transiciones durante el proceso

de desnaturalización y plegamiento de las proteínas, y se basa en el principio de que para

que la proteína lleve a cabo su función, se requiere que la proteína se encuentre en su estado

nativo (Jaenicke & Rudolph, 1989).

Además de la actividad catalítica, existen otras técnicas para medir los cambios

estructurales durante el desplegamiento, las más frecuentes son la espectroscopia

diferencial de UV, la fluorescencia y el dicroísmo circular (DC). Otras técnicas usadas son

la dispersión óptica rotatoria (DOR), la resonancia magnética nuclear (RMN), la viscosidad

y el intercambio deuterio-hidrógeno (Pace et al, 1989, Dobson et al., 1994).

En general, los métodos espectroscopios, se usan para caracterizar el comportamiento

de una proteína bajo diferentes condiciones del solvente y también para comparar las

características de moléculas relacionadas como son proteínas homologas o mutantes de la

proteína a estudiar. La espectroscopia puede dar información sobre los cambios en la

estructura secundaria y terciaria de la proteína en solución. Por otro lado, se requieren

cantidades pequeñas de proteína para realizar estas mediciones y las muestras pueden ser

recuperadas después del experimento (Schmid, 1989, Eftink, 1994).



1.7 Fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia posee características dinámicas y estáticas que

permiten seguir las transiciones de desplegamiento inducidas por calor, presión o agentes

químicos como urea y GdnHCl. Uno de los usos prácticos de la fluorescencia es obtener

información cinética y termodinámica de las transiciones de macromoléculas, como las

reacciones de plegamiento y desnaturalización (Eftink, 1994, Lakowicz, 1999).

La emisión de fluorescencia se observa cuando un electrón regresa de un estado excitado

al estado basal. Esta emisión ocurre a mayores longitudes de onda, cuando se compara con

el espectro de absorción del mismo cromóforo, debido a que una parte de la energía se

pierde en procesos no-radiativos como las transiciones vibracionales.

Los fluoróforos usados en bioquímica pueden ser naturales (intrínsecos) como los

aminoácidos aromáticos, las flavinas, la vitamina A, la clorofila y el NADH, o extrínsecos

como el cloruro de dansilo, la pireína, la fluoresceína y el l-aniíino-8-naftaleno sulfonato

(ANS). Los fluoróforos extrínsecos pueden unirse covalente o no covalentemente a la

molécula de interés.

La fluorescencia refleja las interacciones del fluoróforo con las moléculas circundantes,

especialmente durante el tiempo de vida del estado excitado. Es muy sensible y varios

parámetros de ésta como la longitud de onda de máxima emisión (Xm¿x) , la intensidad y el

tiempo de vida, pueden ser afectados. (Eftink, 1994., Campbell, 1984, Lakowicz, 1999).

1.8 Fluorescencia intrínseca

La fluorescencia intrínseca de las proteínas se debe a la presencia de los fluoróforos

naturales fenilalanina (F), tirosina (Y) y tríptofano (W). La mayor parte de !a señal de

fluorescencia de las proteínas se debe a la fluorescencia de los residuos W, ya que su
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absorción y la eficiencia cuántica de la emisión son considerablemente mayores que ios de

F y Y (Schmid, 1989). Cuando se usa una longitud de onda de excitación de 280 nra, la

emisión se debe a los residuos Y y W, pero es posible excitar selectivamente a los residuos

W a 295 nm.

Generalmente las proteínas tienen pocos W. Estos residuos tienen un grupo indol que es

muy sensible al ambiente. En un medio hidrofóbico como el interior de una proteína

plegada, la. emisión de los W se lleva a cabo a longitudes de onda menores (el grupo indol

en hexano tiene una Ám¿x de 320 nm) que la que ocurre cuando estos residuos se exponen al

solvente (350 nm corresponde a la Am¿x del W cuando está en una solución acuosa). De tal

manera que es posible seguir los cambios en la intensidad de la fluorescencia y el cambio

de la longitud de onda de máxima emisión, al aumentar una condición desnaturalizante en

la que se exponen los residuos W al solvente (Lakowicz, 1999).

La fluorescencia de los W se ha usado ampliamente para seguir la movilidad interna en

el ambiente de regiones particulares de la proteína; sin embargo, existen dificultades para

interpretar las señales de fluorescencia de las proteínas que tienen más de un W. Para estas

proteínas es muy difícil resolver la contribución de cada uno de los fluoróforos lo cual

limita la interpretación de las características dinámicas de las cadenas laterales durante los

estudios de desplegamiento de las proteínas (Royer et al, 1993). La solución a este

problema, en teoría, es la sustitución de cadenas laterales fluorescentes como el W por otro

residuo (preferentemente aromático pero menos fluorescente) por mutagénesís dirigida,

para posteriormente seguir la fluorescencia remanente. Este tipo de estrategia ha permitido

obtener datos de asignación de la contribución de la fluorescencia de un W en particular

(Waldman et al., 1987), o bien dilucidar algunos aspectos sobre la estructura y función de
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alguna proteína (Mogi eí al., 1989). En proteínas sin W, es posible insertar un W en una

región de interés y poder seguir esa región específica de la proteína durante la unión de

ligandos (Kilhoffer et al., 1988). En el caso de los estudios de desnaturalización o

renaturalización de las proteínas que sólo poseen un W, es posible asignar cambios a lo

largo de estos procesos a regiones de la proteína y proponer modelos de desnaturalización

(Royereía/., 1993; Mann etaL, 1993).

1.9 Proteínas oligoméricas

La estructura nativa de muchas proteínas está formada por varias cadenas polipeptídicas

asociadas a través de interacciones no covalentes. La estructura cuaternaria se refiere a esta

disposición, y se define como el arreglo geométrico y estequiométrico de ensambles

moleculares formados por monómeros estructurados. Las cadenas polipeptídicas que

forman el complejo pueden ser iguales o diferentes, y su tamaño puede variar entre 50 y

3000 residuos de aminoácidos. Las estructuras más comunes son los dímeros y los

tetrámeros, aunque hay trímeros, hexámeros, dodecámeros y complejos todavía mayores

(Jaenicke, 1987).

El plegamíento de las proteínas oligoméricas involucra interacciones intra e

intersubunidad. En este proceso debe de existir un acomodo adecuado de las interfases de

las subunidades. La velocidad de plegamiento de las proteínas oligoméricas puede estar

limitada por la asociación de subunidades.

El uso de proteínas oligoméncas para estudios de plegamiento involucra una mayor

dificultad que para las proteínas monoméricas, ya que presentan procesos cinéticos

complejos y en ocasiones procesos irreversibles. Estas proteínas tienen una gran tendencia

12



a la precipitación y la agregación durante los estudios de desnaturalización, provocando la

irreversibilidad total o parcial del proceso (Garel, 1992, Jaenicke, 1996)

Debido a esto, los estudios de plegamiento de proteínas se han llevado a cabo

mayoritariamente con proteínas monoméricas. Las enzimas que presentan un nivel de

asociación mayor han sido estudiadas con menos frecuencia. Sin embargo, las reacciones

que se llevan a cabo en la célula son catalizadas en una gran parte por proteínas

oligoméricas y la función realizada por la mayoría de estas proteínas está regulada por su

estructura cuaternaria. Seguir las rutas de desnaturalización y/o renaturalización para

oligómeros puede dar información sobre el proceso de asociación que origina la estructura

cuaternaria. Los homodímeros son el modelo más sencillo de oligomerización, ya que la

adquisición del estado nativo incluye tanto el proceso de plegamiento como el de

asociación.

1.10 Barriles a/(3 y su plegamiento

La estructura de barril a/3> cuyo prototipo es la triosafosfato isomerasa (TIM), es uno de

los dominios estructurales más grandes y estables. Se requiere de por lo menos 200

residuos para su formación. La longitud de los barriles ct/p varía entre 225 residuos en la

fosfogluconato aldolasa hasta cerca de 400 residuos en la xilosa isomerasa. Esta estructura

se ha encontrado en muchas proteínas con secuencia y íunción totalmente diferentes. En

muchas enzimas la cadena polipeptídica completa forma el dominio de barril a/(3, aunque

en otras con cadenas más largas hay dominios adicionales que presentan otras estructuras

(Branden, 1991, Farber, 1993). El barril está formado por una región de 8 hebras P

paralelas arregladas como las duelas de un barril y conectadas por medio de a-hélices que
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se encuentran por fuera de la región central de hebras [3 (Figura 1). Hay también residuos

que forman regiones en asa que conectan a las hojas $ con las a-hélices. Las asas son de

longitud variable y constituyen regiones que participan tanto en la unión de sustrato como

en la actividad catalítica, a diferencia del papel de estabilidad estructural que tienen las

hebras |3 y las a-hélices (Branden & Tooze, 1991).

Los estudios de plegamiento de los barriles a/fj han reportado la presencia de por lo

menos un intermediario en el plegamiento de la subunidad a de ía triptofano sintasa de

Salmonella (Stackhouse, 1988) y de E. coli (Stackhouse, 1988, Gualfetti, 1999), la

fosforibosil antranilato isomerasa de 5. cerevisiae (yPRAI) (Eder & Kirschner, 1992) y de

E. coli (ePRAI) (Jassanoff et al, 1994), la indol-3-glicerol fosfatosintasa (IGPS) de

Sulfolobus solfataricus (Andreotti et al, 1997) y de E. coli (Sánchez del Pino & Fersht,

1997). La aldolasa monomérica de Stapkylococcus aureus es un caso en el que no se

presenta ningún intermediario (Rudolph et al., 1992).

Los estudios cinéticos y al equilibrio para la renaturalización de barriles a/|3, ha

permitido proponer un mecanismo general para su plegamiento. Tanto para la yPRAI (Eder

& Kirschner, 1992) y la ePRAI (Jassanoff et al., 1994) como la subunidad a de la

triptofano sintetasa, los resultados muestran que un primer fragmento que comprende la

región (ai- Oe), es estable y con una estructura definida. En la yPRAI este fragmento puede

asociarse estequiométricamente con el segundo fragmento (a7-a8) para formar un complejo

activo. Se ha propuesto que el mecanismo de plegamiento involucra un intermediario con

las primeras 6 unidades prácticamente plegadas de forma nativa y con las dos últimas

unidades parcialmente desnaturalizadas (Eder & Kirschner, 1992), es decir, un mecanismo

6+2 en el que el paso limitante para la renaturalización es la fusión del fragmento (a7-as).
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Figura I. Esquema de la estructura de barril a/(5. En rojo se muestran las a-hélices, en azul las hebras (3y
en gris las asas.

1.11 La triosafosfato isomerasa

La triosafosfato isomerasa (TIM) es una enzima glucolítica que cataliza la

interconversión entre gliceraldehído 3-fosfato (GAP) y dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a

través de un intermediario c/j-enediol. Las propiedades de esta enzima han sido estudiadas

con detalle (Knowles, 1991). La reacción que realiza la TIM determina en gran parte la

eficiencia de la glucólisis ya que de las dos triosas (GAP y DHAP) solo el GAP continúa en

la ruta glucolítica. En la reacción ocurren dos enolizaciones, de la DHAP al enediol y del

GAP al enediol. La enzima media las protonaciones y desprotonaciones necesarias para

llevar a cabo las dos enolizaciones utilizando una base y un ácido catalíticos, así como un

asa proteica que une y estabiliza al intermediario de la reacción. La TIM ha sido

considerada un catalizador perfecto (Knowles, 1991, Albery & Knowles, 1976). Las

propiedades catalíticas de la TIM han sido estudiadas con gran detalle (Rose et al., 1990,

Knowles & Albery, 1977), y se ha establecido que in vivo, los pasos limitantes de la

velocidad de la reacción son la unión de sustrato y la liberación de producto, controlados

por la difusión (Blacklow el al., 1988).

La TIM es un homodímero formado por subunidades de 27 KDa con la estructura de

barril a/[3. Cada barril consta de 8 unidades asa-hebra [3-asa-a hélice. Las subunidades se
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asocian a través de interacciones no-covalentes. Cada monómero contiene un sitio activo

completo localizado cerca de la interfase que comparten las dos subunidades. Los residuos

que forman las asas son muy importantes para la estabilidad del dímero y para la catálisis.

Las asas 3 y 6 son largas y resaltan en la estructura. El asa 3 o asa de la interfase "encaja"

en una cavidad que se encuentra cerca del sitio activo de la otra subunidad. Cuando se

comparan las estructuras cristalográficas de la T1M con ligando y sin ligando, se observa

que el asa 6, también llamada asa catalítica, se mueve de una conformación conocida como

cerrada, a una conformación abierta. La posición de la punta de esta asa, difiere en 7 Á

entre ambas conformaciones (Wierenga & Noble, 1992).

Mutaciones puntuales en la TIM de Sacharomyces cerevisiae (yTIM), indican que

aquellos cambios que desestabilizan la conformación cerrada de la enzima, también alteran

significativamente las propiedades catalíticas de ésta (Sampson & Knowles, 1992; Sun &

Sampson, 1998). Los resultados obtenidos por la eliminación de 4 residuos contiguos del

asa 6 que interaccionan directamente con el sustrato en la yTIM, indican que el sustrato se

une muy débilmente a la enzima perdiendo al enediol con una gran facilidad. Se cree que

esta asa evolucionó para unir íiiertemente al intermediario enediol, que es altamente

reactivo (Pompliano et al., 1992).

Originalmente se pensó que la presencia del ligando provocaba el cambio de

conformación del asa a la forma cerrada (Joseph, et al., 1990; Wierenga et al., 1991a;

Noble et a/., 1993a). Estudios posteriores con la mutante W90Y/W157F de yTIM, cuyo W

168 (localizado en el asa catalítica) se marcó en el grupo indol para obtener espectros de

RMN, indican que el asa 6 pasa de la conformación abierta a cerrada a una velocidad de 3 x

10 s* . La comparación de los espectros y las velocidades entre la enzima con sustrato y
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sin sustrato indican que la presencia del sustrato no induce el movimiento, sino que el asa 6

tiene un movimiento independiente de la presencia de sustrato (Williams & Dermoit, 1995).

La T1M sólo es activa como dímero; los monómeros no presentan actividad catalítica,

aunque presentan los residuos necesarios para llevar a cabo la catálisis. En el dímero,

dichos monómeros funcionan independientemente y no se ha observado cooperatividad

entre las dos subunidades. Se ha sugerido que la presencia de la otra subunidad es necesaria

para estabilizar la geometría de ios residuos del sitio activo (Wierenga & Noble, 1992).

Con excepción de las TIMs de las arqueos hipertermóñlas Pyrococcus woesei y

Methanothermus fervidus, que son homotetrámeros (Kohlhoff eí al., 1996), todas las TIMs

silvestres que se conocen son dímeros, incluyendo la enzima bifuncional fosfoglicerato

cinasa/triosafosfato isomerasa de la hipertermófiía Thermotoga marítima en la que ambas

enzimas están unidas covalentemente (Schurig et al., 1995; Beaucamp et al., 1997).

Se han realizado gran cantidad de sustituciones de residuos de la TIM de diferentes

especies por mutagénesis dirigida. Mientras algunos de ellos han tenido como objetivo

principal el conocer el papel de un residuo específico en la catálisis (Lodi el al., 1994;

Joseph-McCarthy et al., 1994), otros tienen eí objetivo de estabilizar o desestabilizar a la

proteína por introducción o sustitución de residuos. Ejemplo de estos últimos es la

estabilización de la TIM de Leishmania mexicana (Kohl et al., 1994), una enzima mesófila

cuya mutante E65Q es una enzima superestable que tolera hasta 26 °C más de la tempertura

tolerada por la proteína silvestre (Williams et al., 1999). También se han obtenido mulantes

monoméricas de la TIM de humano tratando de desestabilizar a la forma dímérica y

estabilizar la forma monomérica (Mainfroid et al., 1996a; 1996b.)

La obtención de mutantes de la TIM de Trypanosoma brucei (TbTIM) se ha realizado

bajo este principio, en el que la sustitución de uno o varios residuos en la interfase entre los
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monómeros permite obtener TIMs monoméricas. Las mutantes monoméricas construidas

hasta la fecha son las siguientes:

• La mutante H47N no permite la formación de un puente de hidrógeno mediado por

agua, que provoca que la mutante tenga un comportamiento de dímero a altas

concentraciones de proteína (por arriba de 3 mg mL"1) y como monómero a bajas

concentraciones (Borchert et al, 1993; Borchert et al., 1995).

• Recientemente, la sustitución de la C14 por F en la TbTIM (C14F), ha sido

caracterizada como un monómero (Hernández-Alcántara et al, 2002).

• La mono TIM, en la que un fragmento de la región de la interfase de la TbTIM

(IAKSGAFTGEVSLPI) se sustituyó por un secuencia hidrofílica y más corta

(GNADALAS) (Borchert et al, 1994, Schliebs et al, 1996).

• Sobre esta mutante monomérica se construyó la RMMO-1TIM por evolución dirigida

sobre el gen de la monoTIM y por selección de mutantes activas (Saab-Rincón et al,

2001).

• La RE-TIM en la que la T75 y la G76 (en el asa 3) se sustituyeron por R y E

respectivamente, obteniendo una TIM monomérica en solución con actividad residual.

A esta mutante se le ha considerado lo más parecido a un "monómero silvestre"

(Schliebs et al, 1997).

Actualmente se conoce la secuencia de más de 62 especies de la TIM, y se tiene

disponible la información estructural de la TIM de diferentes especies que incluyen Gallus

gallus (Banner et al, 1975), Saccharomyces cerevisiae (Lolis et al., 1990), Trypanosoma

brucei (Wierenga et al, 1991a), E. coli (Noble et al, 1993b), Homo sapiens (Mande et al,

1994), Bacillus stearothermophilus (Delboni et al, 1995), Plasmodium falciparum
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(Velanker et al., 1997), Vibrio marinus (Alvarez et al., 1998), Trypanosoma cruzi

(Maldonado et al., 1998), Leishmania mexicana (Williams et al., 1999), Pyrococcus woesi

(Walden et ai, 2001) y Entamoeba histolytica (Rodríguez-Romero et al., enviado).

1.12 Estudios de desnaturalización de la TIM

Varios estudios de desnaturalización han dado origen a datos tanto cinéticos como al

equilibrio del patrón de desnaturalización y/o re naturalización de TIMs homologas. En el

caso de la TIM de pollo, su cinética de desnaturalización muestra un proceso de dos

estados. En estos experimentos se observa una sola transición, por lo que en la

desnaturalización por GdnHCl, la TIM aparentemente se despliega y disocia

simultáneamente (Me Vittie et al., 1977).

Los resultados cinéticos de la renaturalización de la TIM de conejo muestran la

presencia de un intermediario (Waley, 1973., Zabori et al, 1980). Usando GdnHCl como

desnaturalizante, los experimentos al equilibrio con esta misma enzima muestran un

proceso de dos estados, mientras que los resultados cinéticos permitieron obtener

información sobre las características de un intermediario (Rietveld & Ferreira, 1998).

Para la TIM de humano se calculó la estabilidad conformadonal del dímero y de

imitantes monoméricas de ta misma, ajustando los datos de desnaturalización al equilibrio

por urea a un modelo de dos estados (Mainfroid et al., 1996a).

La desnaturalización inducida por urea de la TIM de Plasmodium falciparum muestra

un comportamiento de dos estados, sin embargo cuando la desnaturalización se induce con

GdnHCl, se observa un intermediario que se caracterizó como un agregado (Gokhale et al.,

1999).
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Los estudios de desnaturalización con la TIM de Saccaromyces cerevisiae (yTIM)

muestran un proceso de dos estados con urea. Sin embargo, para describir el proceso de

desnaturalización con GdnHCl es necesario utilizar un modelo de tres estados. En este caso,

se propuso que el estado intermediario en el plegamiento de la yTIM es un monómero

(Vázquez-Contreras et al, 2000., Morgan et a/., 2000). Recientemente se ha propuesto que

el replegamiento y la dimerízación por desnaturalización térmica de la yTIM son eventos

acoplados donde no se observa la presencia de intermediarios (Benítez-Cardoza et al,

2001).

Diferentes técnicas espectroscópicas se han utilizado para caracterizar TIMs homologas.

La fluorescencia intrínseca se ha usado para seguir la exposición de residuos aromáticos

durante la disociación y desplegamiento por urea (Manfroid et al., 1996a, Manfroid et al.,

1996b, Gokhale et al, 1999, Vázquez-Contreras et al., 2000) o por GdnHCl (Rietveld &

Ferreira., 1998, Gokhale et al., 1999, Vázquez-Contreras et al, 2000, Morgan et al, 2000 y

Lambeir et al, 2000). Todas las TIMs utilizadas en estos trabajos tienen varios residuos W

en su secuencia. Como mencionamos anteriormente, estos residuos se pueden usar para

seguir cambios conformacionales en la proteína. Sin embargo, la presencia de más de un W

en la secuencia Umita la interpretación de los datos de fluorescencia. La estrategia

propuesta en estos casos, es sustituir los residuos W por un aminoácido que conserve el

carácter hidrofóbico de la cadena pero que contribuya mucho menos al espectro de emisión

de fluorescencia como Y o F (Royer et al, 1993, Eftink, 1994).

La TbTIM tiene 5 triptofanos en las posiciones 12, 90, 159, 170 y 193. El W12 se

encuentra localizado en el asa 1, el W90 en la hebra (5 4, el W159 en una hélice 3,0 antes de
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la hebra |3 6. En el asa 6 o asa catalítica se encuentra el W170 y el W193 se localiza en la a

hélice 6 (Figura 2).

En este trabajo se construyeron las mutantes W12F, W159F y W12F/WI93F (en las cuales

los residuos 12, 12 y 193, y 159 se sustituyeron por fenilalanina respectivamente) para

determinar la contribución a la fluorescencia de estos residuos y caracterizar el patrón de

desplegamiento de las mutantes y la proteína silvestre en urea y GdnHCl. La mutante

W12F/W1-93F tiene los mismos residuos W que la yTIM, por lo que nos permite una

comparación directa del patrón de desnaturalización observado por fluorescencia intrínseca

con esta última enzima. Los datos de fluorescencia obtenidos con la proteína silvestre y las

mutantes nos permitieron proponer qué regiones se exponen durante el patrón de

desnaturalización por ambos desnaturalizantes.

Las enzimas se caracterizaron en términos de su estabilidad a la dilución, reversibilidad y

parámetros catalíticos y de fluorescencia. Se obtuvieron los patrones de desnaturalización

por DC, actividad catalítica y unión de l-anilino-8-naftaleno sulfonato (ANS)

adicionalmente a la fluorescencia intrínseca.

En el caso de GdnHCl, la TbTIM se caracterizó por cromatografía de exclusión molecular

(CEM) y se propuso un modelo que explica el complejo proceso de desnaturalización por

GdnHCl que involucra la presencia de un intermediario monomérico y uno dimérico, así

como agregados que explican la irreversibilidad del proceso.

Página siguiente

Figura 2, Diagrama de un monómero de la TbTIM silvestre. Se muestra ¡aposición de los 5 residuos W.
Los W12, 90 y ¡70 se localizan en el asa I, hebra fi 4, y en el asa catalítica (asa 6), respectivamente y en la
figura se muestran en gris. El W¡ 93 se encuentra en la a hélice 6 y se muestra en negro. Este residuo se
encuentra expuesto al solvente y apaga la fluorescencia del W¡59 que se encuentra en la hélice 3¡0 antes de
la hebra 06. El iVI59se muestra en gris claro. Las coordenadas se obtuvieron del archivo 5TIM del PDB
(Wierenga et ai, 1991b).
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TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



Objetivos

Objetivo general

Caracterizar el desplegamiento inducido por urea y GdnHCl de la triosafosfato isomerasa

de Trypanosoma brucei (TbTIM).

Objetivos particulares

Construir, sobreexpresar, purificar y caracterizar mutantes de la TbTIM con residuos W

sustituidos.

Caracterizar a la TbTIM y sus mutantes con W sustituidos en términos de estabilidad a la

dilución y el grado de reversibilidad del proceso de desplegamiento inducido por urea y

GdnHCl.

Obtener el patrón de desplegamiento de la TbTIM y sus mutantes por fluorescencia,

actividad catalítica y dicroísmo circular al desnaturalizar con urea y GdnHCl.

Obtener un esquema posible sobre la exposición de regiones de la TbTIM a lo largo del

desplegamiento de la enzima con urea y GdnHCl utilizando a las mutantes con residuos W

sustituidos.

Identificar la existencia de intermediarios y determinar su estado de asociación en el

desplegamiento de la TbTIM por CEM-FPLC.

Proponer un modelo que describa el proceso de desplegamiento de la TbTM por urea y/o

GdnHCl.
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2, Material y Métodos

Gen de TbTIM

El gen de la TbTIM (Swinkels et al., 1986) fue donado por el Dr. P.A.M. Michaels

(Research Unit for Tropical Diseases, ICP-TROP, Brussels, Belgium)

2.1 Construcción de las imitantes

La sustitución de los residuos W por F en las posiciones 12, 159 y 193 se llevó a cabo

por mutagénesis dirigida utilizando la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), con el

"Expand High Fidelity PCR System" (Boehringer). Los oligonucleótidos utilizados fueron:

(directo y complementario respectivamente para cada imitante):

W12F 5'-ATCGCAGCAGCCAACTTCAAGTG CAACGGC-3' y

5'-GCCGTTGCACTTGAAGTTGGCTGCTGCGAT-3'.

W1S9F 5'-CTGAAGAAGGCTGACTTCG CCAAAGTTGTCATC-3' y

5'-GATGACAACTTTGGCGAAGTCAGCCTTCTTCAG-3'.

W193F 5'-GCACTCATCCGCAGCTTCGTGAGCAGCAAGATT-3' y

5'-AATCTTGCTGCTCACGAAGCTGCGGATGAGTGC-3'.

Para cada una de las mutantes se realizó la primera reacción de PCR con 200 ng de los

oligonucleótidos mutagénico directo y T7 terminador (Novagen pET Sysytem) y la mezcla

de reacción para PCR del Expand High Fidelity PCR System (Boehringer) a una

concentración de MgCb de 1.5 mM.

Se utilizó un amplificador de PCR (Gene Amp PCR system 2400, Perkin Elmer) a 94°C por

5 minutos; 30 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 55 °C y 1 min a 72 °C y por

último 10 minutos a 72°C.
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Las mismas condiciones de tiempo y temperatura se utilizaron en una segunda reacción

de PCR con 200 ng del oligonucleótido mutagénico complementario correspondiente y el

T7 promotor.

El DNA amplificado de cada una de estas reacciones se corrió en un gel de agarosa al 1

%. El DNA (primera reacción) de 1015 pb, 573 pb y 471 pb para las mutantes W12F,

W159F y W193F respectivamente y de 114 pb, 552 pb y 654 pb para la segunda reacción

de PCR se aislaron usando el gene clean system (Bio 101).

Con el DNA aislado resultado de ambos PCRs para cada mulante se realizó la

amplificación final del gen completo (0.75 Kb más 0.350 Kb de secuencia de plásmido, 1.1

Kb) en una tercera reacción de PCR.

La tercera reacción de PCR se realizó como sigue:

W12F:fragmento 1015 pb (primer PCR), fragmento 114 pb (segundo PCR), T7 promotor,

T7 terminador y mezcla de reacción de Expand High Fidelity PCR System (Boehringer).

W159F:iragmento 573 pb (primer PCR), fragmento 552 pb (segundo PCR), T7 promotor,

T7 terminador y mezcla de reacción.

W193F: fragmento 471 pb (primer PCR), fragmento 654 pb (segundo PCR), T7 promotor,

T7 terminador y mezcla de reacción.

Los productos de PCR se clonaron en el vector pET3a en los sitios Xbal y Bam HI, y

con ellos se transformó la cepa BL21(DE3)pLysS cells (Novagen). Los genes completos se

secuenciaron para confirmar la mutación y verificar que no hubiera errores.

2.1.1 Construcción de la doble muíante W12FAV193F

Los plásmidos pET3a-Wl2F y pET3a-W193F se digirieron con las enzimas de

restricción Kpnl y BamHI. La digestión de estos plásmidos dio como resultado dos
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fragmentos de 5161 y 490 pb. Los fragmentos de 5161pb de W12F y de 490 pb de W193F

se purificaron utilizando el gene clean system (Bio 101). Estos dos fragmentos se ligaron y

se usaron para transformar las células BL21(DE3) pLysS. La secuenciación completa de

esta construcción confirmó la mutación de los residuos W12 y W193 por F en el gen de la

TbTIM.

2.1.2 RMMO-1TIM

La RMM0-1TIM (Saab-Rincón et al, 2001) es una imitante monomérica donada por la

Dra. Gloria Saab-Rincón del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional

Autónoma de México. Esta mutante monomérica se obtuvo por medio de un esquema de

evolución dirigida sobre el gen de la MonoTIM de Wierenga (Borchert et al, 1994). La

RMMO1-TIM se obtuvo por mutagénesis al azar del gen de la monoTIM y la posterior

selección de mulantes activas. La mutante RMMO1-TIM tiene las mutaciones adicionales

S43P, T44A, A179T, se comporta como monómero y tiene una ^a t un orden de magnitud

mayor que la monoTIM (Saab-Rincón et al, 2001).

2.2 Sobreexpresión y purificación de la TbTIM recombinante y las mutantes W12F,

W159F y W12FAV193F

El mismo protocolo de sobreexpresión y purificación de la TbTIM se usó para las

mutantes W12F, W159F y W12F/W193F, y se describe aquí para 1 L de cultivo que rinde

entre 15 y 25 mg totales de TIM pura.

27



2.2.1 Sobreex presión

100 mL de medio Luria-Bertani (LB) complementado con 100 u,g mL"1 de ampicilina y

34 jxg mL'1 de cloramfenicol se inocularon con una colonia fresca de BL2l(DE3)pLysS

pET3a-TbTIM. Este cultivo se creció durante toda la noche a 37 °C con agitación constante

(2500 rpm) y se centrifugó durante 10 minutos a 5000 rpm. Con el botón resuspendído se

inoculó un litro de medio LB conteniendo la misma concentración de ambos antibióticos.

Cuando el cultivo alcanzó una densidad óptica Aeoo= 0.8-1.0, se agregó el inductor

isopropil-P-D-tiogalactopiranósido (IPTG) a una concentración final de 0.4 mM con

agitación constante (2500 rpm) a 37 °C durante toda la noche.

2.2.2 Purificación de la TbTIM

La purificación de la TbTIM se realizó con base en el protocolo descrito por Borchert y

col. (Borchert et al., 1993) y se describe aquí con algunas modificaciones para 1 L de

medio LB con la cepa inducida y sobreexpresada. Se centrifugó 1 L de cultivo durante 10

minutos a 4260 x g a 4 °C. El botón se resuspendió en 40 mL de amortiguador de lisis

(MES 25 mM, DTT imM, EDTA lmM y PMSF 0.2 mM pH 6.5). Las células se rompieron

por cambio de presión en una French Press a 1500 psi, y 4°C. Los pasos siguientes se

realizaron también a 4°C. El lisado se centrifugó a 17000 x g durante 15 minutos. El botón

se resuspendió en 20 mL de amortiguador de lisis con 200 mM NaCl con agitación

constante, de 30 min a 1 hora y se centrifugó a 17000 x g durante 15 minutos. El

sobrenadante se precipitó de 12 a 24 hrs con (NH^SO* al 45% de saturación. Se

centrifugó a 17000 x g durante 15 minutos. El sobrenadante se precipitó con (NH^SC^ al

65 % de saturación de 12 a 24 hrs y posteriormente se centrifugó a 17000 x g por 15

minutos.
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El botón obtenido por la precipitación con 45-65 % de (NH^SC^ se disolvió en 2 mL

de amortiguador A (Trietanolamina (TEA) 100 mM, NaCl 25 mM, DTT 1 mM, EDTA 1

mM y NaN3 imM pH 8) y se dializó contra el mismo amortiguador con dos cambios de 0.6

y 1L. La muestra se pasó por una columna de carboximetil (CM) sefarosa en un sistema de

FPLC (fast pressure liquid chromatography) (Pharmacia LKB, Uppsala Sweden). La

columna se equilibró con el amortiguador A y se eluyó con un gradiente de 25-100 mM de

NaCl. La proteína se cuantificó por absorbencia a 280 nm (UV 280 nm) y actividad

catalítica. Las fracciones obtenidas se analizaron por SDS-PAGE al 12.5 % o 15% de

acrilamida teñido con azuí de Coomasie o plata.

2.3 Caracterización de la TbTIM y de las mutantes W12F, W159F y W12F/W193F

La concentración de protefna se determinó con el método del ácido bicinconínico BCA

Protein Assay (Pierce) y se confirmó con mediciones de absorbencia a 280 nm utilizando

coeficientes de absorción molar calculados de acuerdo a Pace y col. (Pace el al, 1995).

Estos fueron e (280) ( M ' W 1 ) = 1.308 para la TbTIM, 0.896 para W12F/W193F y 1.102

paraW12FyW159F.

La actividad catalítica de la TIM, en el sentido del gliceraldehído 3-fosfato se calculó

por el cambio en absorbencia a 340 nm, resultado de la oxidación /reducción del

NADH/NAD+ en un ensayo acoplado con la enzima a-glicerol-fosfato deshidrogenasa a 25

°C. Se midió en un espectrofotómetro (Beckman DU 7500 spectrophotometer) con

temperatura controlada a 25 °C. Se siguió el protocolo descrito por Borchert y col.

(Borchert et al., 1993), usando las siguientes condiciones: TEA 100 mM, EDTA 10 mM,

DTT 1 mM (TED 100/10/1) pH 7.4, giiceraldehído-3-fosfato 0.025-2.5 mM, a-glicerol-

fosfato deshidrogenasa 5-10 |¿g mL'1 yNADH 0.2 mM .
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2.3.1 Ensayos de estabilidad a la dilución de la TbTIM y W12F/W193F

La TbTIM y W12F/W193F se incubaron en un intervalo de concentraciones de proteína

que varió entre 40 p.g mL"1 y 0.0625 p.g mL"1 en amortiguador TED 100/10/1 pH 7.4 a 25

°C. La actividad catalítica se determinó con 5 ng TIM mL"1 a las 0, 24 y 200 hrs de

incubación.

2.3.2 Obtención de los espectros de fluorescencia y dicroísmo circular (DC) para la

TbTIM, W12F, W159F y W12F/W193F

La TbTIM y las mutantes W12F, W159F y W12F/W193F se incubaron a una

concentración de 50 M,g mL'1 en amortiguador TED 20 /1/í pH 7.4. Los espectros de

emisión de fluorescencia entre 310-400 nm (slit= 0.5 nm), (excitación 295 nm, slit= lnm)

se obtuvieron en un fluorómetro (ISS PCI Photon Counting Spectrofluorometer ISS,

Urbana, IV). Para los espectros de dicroísmo circular, la concentración de proteína usada

fue de 150 \i% mL"1 en un amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.4 y se filtraron en una

membrana de 0.45 u,m. Los espectros se obtuvieron a 25 °C en un espectropolarímetro

AVIV 62 HDS con una celda de 0.1 cm en un intervalo de 190-240 nm y un ancho de

banda de 1 nm. Se realizaron 5 repeticiones por espectro. Para calcular los valores de

elipticidad moíar se determinó la concentración de proteína por BCA de las muestras

filtradas.

2.4 Experimentos de desnaturalización inducidos por urea e hidrocloruro de

guanidina y analizados por fluorescencia y dicroísmo circular

Los experimentos de desnaturalización se realizaron con 50 |ag mL"1 de TIM a 25 °C en

TED 20/1/1 pH 7.4 a concentraciones crecientes de GdnHCI entre 0 y 6.0 M, y entre 0 y

9.0 M de urea. Experimentalmente se observó por IF y actividad, que a las 48 horas de

30



incubación con GdnHCl y a las 200 horas de incubación con urea, las señales muestran una

variación mínima. A lo largo de este trabajo nos referiremos a estos tiempos como tiempo

de incubación.

Los cambios en la intensidad de fluorescencia a 322 nm (excitación 295 nm) se

siguieron en el espectrofluorómetro ISS. El centro de masa espectral (SCM) de cada

espectro de fluorescencia se determinó con el programa de ISS que utiliza la siguiente

ecuación: ,

SCM=lXí(K)/n(X) (1)

Donde l(A) es la intensidad de fluorescencia a la longitud de onda A.

Por otra parte, los cambios en elipticidad se siguieron a 222 nm con un

espectropolarímetro AVIV 62 HDS con una celda de 0.1 cm, termorregulada a 25 °C. En

ambos casos, se restaron muestras de referencia con la correspondiente concentración de

desnaturalizante.

2.5 Unión de ANS

Se añadió ANS 100 u,M a cada una de las muestras con las diferentes

concentraciones de desnaturalizante bajo las mismas condiciones del apartado anterior. El

seguimiento de la unión y fluorescencia del ANS se hizo en el espectrofluorómetro ISS. La

longitud de onda de excitación fue 360 nm y la longitud de onda de emisión se registró en

un intervalo de 400-560 nm. A todos los espectros obtenidos se les restó un espectro de

referencia obtenido con soluciones sin proteína.
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2.6 Actividad catalítica de las muestras incubadas en urea e hidrocloruro de

guanidina

Las muestras utilizadas para medir fluorescencia y DC se emplearon para medir

actividad catalítica. Como se mencionó anteriormente, el ensayo para determinar la

actividad catalítica de la TIM es un ensayo acoplado a la reacción de la enzima ct-glicerol-

fosfato deshidrogenasa, por lo que es necesario evitar el efecto del desnaturalizante sobre

esta última enzima diluyendo las muestras. Esta dilución se debe hacer también debido a

que la determinación de la actividad catalítica se realiza con una concentración de TIM de 5

ng mL"1 (es decir, una concentración diez mil veces menor que la usada en los experimentos

de desnaturalización).

El protocolo para medir la actividad catalítica de las muestras incubadas a las diferentes

concentraciones de desnaturalizante es el siguiente (Vázquez-Contreras et al., 2000): Las

muestras de TIM (50 p.g mL"'), se incubaron en TED 20/1/1 pH 7.4 por el tiempo de

incubación correspondiente a urea o GdnHCl en sus diferentes concentraciones.

En un primer paso, las muestras se diluyeron a 5 u,g mL"1 de TIM manteniendo la

concentración de desnaturalizante utilizado en la incubación. En un segundo paso, las

muestras se transfirieron al medio para medir actividad catalítica (Borchert et al., 1993), de

tal manera que la actividad se midió con 5 ng mL"1 de TIM y una concentración residual de

GdnHCl o urea de menos de 6 o 10 mM, respectivamente.

La dilución podría modificar el equilibrio entre el dímero nativo, los intermediarios y la

forma desplegada de la TIM. Para dilucidar el efecto del primer paso del proceso sobre la

fracción de las moléculas activas, se modificó el tiempo de incubación entre 10 segundos y

1 minuto, así como la concentración de la TbTIM de 1 a 10 \x,g mL"1 y no hubo ningún
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efecto. Para el segundo paso, se sabe que el tiempo para la reasociación de la TbTIM es del

orden de horas a las concentraciones de la enzima usadas para los ensayos catalíticos

(Zabori et al., 1980; Gao et ai, 1998). Si hay reasociación, ésta debe verse como una

curvatura hacía abajo en las lecturas de los ensayos de actividad, mientras que la

disociación se observaría como una curvatura hacia arriba. Sin embargo, las lecturas de la

reacción son lineales, indicando que no ocurre ni reasociación ni disociación de la proteína

durante eL.tíempo en que se lleva a cabo el ensayo. Esto nos permite suponer que el

equilibrio entre las moléculas activas e inactivas, no se modifica durante el ensayo de

actividad.

2.7 Ensayos de reversibilidad de la TbTIM

La desnaturalización de la TbTIM (2.0-5.0 mg mi/1) en TED 20/1/1 pH 7.4 durante el

tiempo de incubación a 25 °C, se llevó a cabo en concentraciones crecientes de urea (0 a 9.0

M) y de GdnHCl (0 a 6.0 M). Las muestras se diluyeron en TED 20/1/1 pH 7.4 a 50, 5 y 2

jig TIM mL"! y 80 mM de urea o 60 mM de GdnHCl residual durante 24 hrs a 25 °C. La

intensidad de fluorescencia a 320 nm (excitación 280 nm) y la actividad catalítica de las

muestras renaturalizadas se determinó como se describió anteriormente.

2.8 Cromatografía de exclusión molecular y determinación del radio de Stokes para la

desnaturalización con GdnHCl

Para los experimentos de cromatografía de exclusión molecular se utilizó una columna

Superdex 75 (Amersham Pharmacia) y un equipo de FPLC (Pharmacia, Uppsala Sweden)

con un detector de absorbencia UV con longitud de onda fija a 280 nm y un detector de

fluorescencia (Waters) utilizando 320 nm como longitud de onda de máxima emisión y 280

nm para la excitación. La columna Superdex 75 es estable en presencia de desnaturalizantes
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como urea y GdnHCl mientras se mantenga un pH de entre 3 y 12. El rango óptimo de

separación de proteínas globulares es de 3000 a 70 000 (Da) y su límite de exclusión es de

100 000 (Da) (Amersham Pharmacia Biotech). El radio de Stokes se determinó por el

análisis del volumen de elución, con respecto a una curva de calibración que se realizó de

acuerdo a Uversky (1993).

2.8.1 Calibración de la columna

En la construcción de la curva de calibración se utilizaron proteínas de masa molecular y

radio de Stokes conocidos, tanto en condiciones nativas como en condiciones

desnaturalizantes (6.0 M de GdnHCl y 8.0 M de urea) (Uversky, 1993): transferrma,

albúmina, ovoalbúmina, anhidrasa carbónica, quimotripsinógeno, mioglobina, ribonucleasa,

lisozima, citocromo c e insulina. Estas proteínas se incubaron a una concentración de 20 ¡¿g

mL"1 en amortiguador TED 100/10/1 pH 7.4 para las proteínas nativas y GdnHCl 6.0 M en

TED 100/10/1 pH 7.4 para las condiciones desnaturalizantes.

Las muestras se pasaron por la columna previamente equilibrada en el mismo amortiguador

TED 100/10/1 pH 7.4 o con GdnHCl 6.0 M a un flujo de 0.4 mL min"1.

La detección por fluorescencia es más sensible que la de absorción UV por lo que en lo

subsecuente utilizamos la curva obtenida por intensidad de fluorescencia, aclarando que no

hay variación alguna entre estas dos señales.

Los datos obtenidos (ver sección de resultados) indican que las características de la

columna no dependen de la presencia del desnaturalizante, por lo que es posible utilizar una

sola curva que incluya la dependencia de la velocidad de migración (1000/Ve¡) vs. el radio

de Stokes y que es descrita por:

1000/VC| - (1.4934)RS + 48.1495 (2)
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La curva obtenida tiene un coeficiente de correlación (r) de 0.9734 para 30 puntos

experimentales. La determinación del radio de Stokes con la columna Superdex 75 tiene

una buena correlación con lo reportado en la literatura, por to que puede ser usada para

determinar las dimensiones de las proteínas en su estado nativo y desnaturalizado.

2.8.2 Muestras experimentales: TbTIM y RMOO-TIM

100 (iL de TbTIM o RMMO-TIM (Saab-Rincón et al, 2001) (50 U-g mL"1) incubadas

durante 48. horas a diferentes concentraciones de GdnHCl se inyectaron a la columna

Superdex 75 previamente equilibrada a la misma concentración de GdnHCl. La RMMO-

TIM utilizada en este trabajo nos ñie donada por la Dra. Gloria Saab del Instituto de

Biotecnología, UNAM.

2.9 Superficie de exposición al solvente y distancias entre los residuos triptofano en la

TbTIM.

El área accesible al solvente de las cadenas laterales de los residuos W se calculó con el

programa NACCESS (Simón Hubbard, University College, U.K.) (Lee & Richards, 1971)

usando un radio de prueba de 1.4 Á y un ancho de corte de 0.1 A. Los valores de

exposición al solvente se expresan como el porcentaje de área accesible de la cadena lateral

de un tripéptido AWA en su conformación extendida. Para todos los cálculos se utilizó el

archivo 5TIM del Protein Data Bank (PDB) (Wierenga et al, 1991b).

2.10 Estimación de estructura secundaria

El análisis del contenido de a hélice en los espectros de DC se realizó usando los

programas CDNN (Bohm et al, 1992) y CDsstr (Johnson, 1999).
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2.11 Cálculo de los valores de C ./, para los patrones de desnaturalización con

GdnHCl.

Los valores de C •/, se calcularon con el programa Savuka ver. 5.1 (Bilsel et al., 1998),

dividiendo el valor de AG de cada transición entre el factor cooperativo (A). Debido a que

se observan dos transiciones por CD e 1F, los valores de C y, se calcularon asumiendo un

modelo de tres estados y para actividad catalítica se ajustó a un modelo de dos estados.
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3. RESULTADOS

3.1 Sobreexpresión de la TbTIM y las imitantes W12F, W159F y W12FAV193F

La TbTIM y las imitantes W12F, W159F y W12F/W193F se encuentran clonadas en el

plásmido pET3a y en la cepa BL21(DE3) pLysS. Para inducir la expresión del gen de la

TIM en cualquiera de los casos se agregó una concentración final de 0.4 mM de IPTG, que

induce la transcripción de la T7 RNA polimerasa. El gen a expresar está bajo el control del

promotor T7 del plásmido pET3a. La T7 RNA polimerasa se une a este promotor e inicia la

transcripción del gen. La cepa BL21(DE3)pLysS posee el plásmido pLysS, que confiere

resistencia a cloramfenicol y que permite que se produzcan pequeñas cantidades de

lisozima. La producción de lisozima por parte de la cepa, permite que la pared celular sea

digerida por ésta y sea mucho más sencillo romper a las células.

Se probaron diferentes temperaturas de inducción, 15, 21, 28 y 37 °C para la

sobreexpresión de las mutantes. Las temperaturas de 28 y 37 °C fueron las que originaron el

mejor nivel de expresión. La expresión de las mutantes se realizó posteriormente a 37 °C.

3.2 Purificación de TbTIM y de las mutantes W12F, W159F y W12F/W193F

La purificación de la TbTIM se hizo de acuerdo al protocolo de Borchert y col. (Borchert

et al., 1993) (ver material y métodos), con una columna de CM. Como la expresión de la

TIM se realiza en un sistema bacteriano, existe la posibilidad de que haya contaminación de

la TIM de E.coli. El protocolo descrito en material y métodos presenta dos pasos en los que

se asegura que la TIM de E.coli no contamine la muestra. El punto isoeléctrico (pl) de la

TbTIM es 9.85 mientras que el pl de la TIM de E. coli es de 5.86. El amortiguador de lisis

de la purificación tiene un pH de 6.5, en estas condiciones, la TbTIM tiene carga positiva
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mientras que la TIM de E. coli tiene carga negativa. La primera centrifugación precipita

membrana celular a la cual se une la TbTIM, mientras que la de E.coli se queda en el

sobrenadante. La TbTIM se recupera al resuspender el botón aumentando la ñierza iónica

con 200 mM NaCl. El mismo criterio de separación opera en la columna de CM, la cual se

corre en el amortiguador A, pH 8 (ver material y métodos).

En todas las purificaciones que se realizaron en este trabajo, se cargaron

aproximadamente 60 mg proteína total a la columna, obteniendo entre 35 y 45 mg de TIM

pura a partir de entre 15-18 g de células (3 L de cultivo). La purificación de las mulantes

W12F y W12F/W193F se realizó siguiendo el mismo protocolo de purificación de la

proteína silvestre. En resumen, se obtuvieron entre 20 y 25 mg totales de proteína por 15 g

de células (3 L de cultivo).

Para la mulante W159F se siguió también el protocolo de purificación de la proteína

silvestre. La única modificación fue que la proteína antes de ser pasada por la columna de

CM ya estaba pura. Sin embargo se pasó por la columna para asegurar que no existiera

contaminación de la TIM de E. coli. En este caso particular, se obtuvieron 164 mg mL"!

para 18 g de células.

Tanto para la purificación de la TbTIM como de las mutantes, el análisis densitométrico

del gel (SDS-PAGE) mostró que la banda correspondiente a la TbTIM representa entre el

98 y 99% de la proteína total.

3.3 Propiedades catalíticas de la TbTIM y de las mutantes W12F, W159F y

W12F/W193F

La TbTIM así como las tres mutantes de la TIM de tripanosoma, se purificaron a

homogeneidad y se determinaron sus parámetros catalíticos. Los resultados se pueden
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observar en la Tabla I. Los parámetros catalíticos de las enzimas estudiadas son similares

por lo que podemos sugerir que en su estado nativo el sitio catalítico de las mutantes

conserva sus propiedades. La figura 2 muestra la posición de los W en la TbTIM.

Tabla I. Propiedades catalíticas y de fluorescencia de la TbTIM y las mutantes W12F,

W1S9Fy W12F/W193F. Los parámetros catalíticos se determinaron como se describió en

material y^métodos. En el caso de los parámetros de fluorescencia, los espectros de

emisión se determinaron excitando a 295 nm y tomando un rango de emisión de 310-400

nm. SCM (centro de masa espectral).

Enzima

TbTIM

W12F

W12F/W193F

W159F

(mM)

0.20

0.34

0.65

0.28

kCBt (min1)

0.87 x 105

0.76 x l0 s

1.12 xlO5

I.07X105

Posición de los W

restantes

12,90,159,170,193

90,159,170,193

90,159,170

12,90,170,193

A max

(nm)

322

322

322

322

S.C.M.

336.7

336.8

337.3

336.7
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3.4 Propiedades espectroscópicas de la TbTIM y de las imitantes W12F, W159F y

W12FAV193F

Dicroísmo circular

Los espectros de DC para la TbTIM y las mutantes (Figura 3A) son muy similares,

indicando que no hay cambios considerables en la estructura secundaria de las cuatro

mutantes en su estado nativo respecto a la proteína silvestre. Los espectros se analizaron

con los programas CDNN (Bohm et al, 1992) y CDsstr (Johnson, 1999). Ambos métodos

indicaron que el porcentaje de a hélice y (3 plegada de la TbTIM silvestre y las tres

mutantes es prácticamente el mismo.

Fluorescencia intrínseca

El espectro de fluorescencia intrínseca de las cuatro proteínas indica que las enzimas

poseen el mismo valor de X mm (322 nm) y del centro de masa espectral (SCM) (Tabla 1).

Las mutantes construidas en este trabajo son sustituciones de W por F, por lo que en

ausencia de efectos de apagamiento de la fluorescencia se espera una disminución de la

eficiencia cuántica en todas las mutantes. En el espectro de la mutante W12F, hay una

disminución de un 40 % en la intensidad de fluorescencia en la Xmajt al compararla con la

TbTIM (Fig. 3B). La sustitución de un segundo W en W12F/W193F muestra sólo una

disminución del 20 % en la intensidad de fluorescencia comparada con la TbTIM, es decir,

la eficiencia cuántica de W12F/W193F es mayor que la de W12F (Fig. 3B). Este resultado

sugiere que el W193, se encuentra apagando la fluorescencia de otro triptofano. Para que

esto sea posible, es necesario que el W193 sea un residuo expuesto al solvente, de tal
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manera que pierda la fluorescencia al medio. Por otro lado se requiere que el W193 se

encuentre cercano a otro W.

200 220 240

Longitud de onda (nm)

100 -

o
au
o

or
e
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<u
•a
-am
2̂

:e
ns

80

60

40

20

0 1 1 1 1 1

B

300 320 340 360 380 400

Longitud de onda de emisión (nm)

3. Espectros de (Heroísmo circular e intensidad de fluorescencia. Los espectros de DC (A) e IF (B) de la
TbTIM silvestre, W12F, W¡2F/Wl93Fy W159F en condiciones nativas. (A) Espectro d DC de TbTIM (•),
W12F (o), W12F/W193F (V) y W159F (•) en ¡0 mM de amortiguador de fosfatos pH 7.4. (B) Espectro de
emisión de fluorescencia para W12F ( - — ) , W159F (- - -), W12F/W193F ( - - ) y TbTIM (

). Los espectros de fluorescencia se obtuvieron a 50 u.g mL'! de TIM en TED 20/1/1 pH 7.4
(longitud de onda de excitación=295 nm).

41



El análisis del porcentaje de área de exposición al solvente fue calculado con el

programa NACCESS (Lee & Richards, 1971), los resultados se muestran en la tabla II. De

los cinco residuos W de la TbTIM, el W193 es el más expuesto, (18.6 %).

El apagamiento de la fluorescencia depende en gran medida de la distancia entre Ws,

por lo tanto, se realizó un análisis de la distancia entre el W193 y los otros cuatro Ws.

En la tabla III se observa que el W159 es el W más cercano a W193. En la Figura 3B

podemos observar que la mutante WI59F tiene esencialmente el mismo espectro de

emisión de fluorescencia de TbTIM. Esto sugiere claramente que en el estado nativo, el

W159 no contribuye al espectro de fluorescencia intrínseca de la TbTIM debido al

apagamiento de la fluorescencia del W193. Esta hipótesis podría ser corroborada con la

mutante W193F (para la cual se esperaría un incremento en la eficiencia cuántica). En este

trabajo, también se construyó dicha mutante, sin embargo tanto la sobreexpresión como la

purificación de la misma no fueron exitosas.
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Tabla II. Porcentaje de exposición al solvente de los residuos triptofano en la TbTIM. La
determinación de la superficie del área expuesta al solvente de las cadenas laterales de los
residuos W de la TbTIM se realizó por medio del programa NACCESS (Simón Hubbard,
University College, U.K.) implementando el algoritmo de Lee & Richards (1971) usando
un radio de prueba de 1.4 Á y un ancho de corte de 0.1 A. Estos valores se expresan como
el porcentaje del área accesible al solvente de la cadena lateral del tripéptido Ala-Trp-Ala
en una conformación extendida. Se usaron las coordenadas de la TbTIM a partir de la
estructura STIMdel PDB (Wierenga et al, 1991b).

Triptofanos de la TbTIM

W12 (interfase)

W90

W1S9

W170 (asa catalítica)

W193

Exposición al solvente (%)

0,2

9.5

2.5

3.8

18.6

Tabla III. Distancias entre el triptofano 193 y los triptofanos restantes de ¡a TbTIM.
Distancias entre el Crf del W193 y el Cifde los demás Ws en la TbTIM. Las coordenadas
se tomaron de la estructura STIMdel PDB (Wierenga et al., 1991b).

Par de triptofanos

W193-W12

W193-W90

W193-W159

W193-W170

Distancia (Á)*

33.0

20.2

6.1

22.3
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3.5 Ensayos de estabilidad a la dilución de TbTIM, W12F y W12FAV193F

TbTIM

Para los ensayos de estabilidad a la dilución se utilizó un intervalo de concentración entre

0.0625 y 40 \xg mL"1 de TbTIM. Se determinó la actividad de la enzima a las 24 y 200 hrs

de incubación.

A las 24 horas la TbTIM incubada entre 0.5 |ig mL"1 y 40.0 jAg mL"1, mantiene más deí

80 % de su actividad catalítica. Las concentraciones menores, entre 0.0625 y 0.25 \xg mL'1

de TbTIM pierden entre un 40 y un 50 % de su actividad durante estas primeras 24 hrs.

(Fig, 4A símbolos líenos).

A las 200 hrs de incubación, la TbTIM incubada a altas concentraciones de proteína (20,

2 y 1 jxg mL"1) han perdido hasta un 40 % de actividad catalítica, mientras que las

concentraciones menores a 1 p.g TbTIM mL'1 han perdido por completo su actividad

catalítica (Fig. 4A símbolos vacíos).

W12F

La curva de dilución de la muíante W12F obtenida después de 24 horas de incubación, se

divide prácticamente en dos partes (Figura 4 B): En la primera, la enzima mantiene entre el

70 y el 100 % de su actividad catalítica, y corresponde a las muestras con concentraciones

mayores a 1 )j.g mL'1. La W12F pierde por completo la actividad a partir de 0.5 jxg mL"1,

por lo que es más inestable a dilución que la TbTIM. Es importante recordar que el W12

está sustituido en esta muíante por una F, y es un residuo que se puede considerar de la

inferíase. Aunque este residuo no tiene contacto con la otra subunidad, se encuentra en el
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área de ia interfase, por lo que no es de extrañarse que su sustitución provoque justamente

una mayor sensibilidad a la dilución.

W12F/W193F

En la Figura 4C observamos que la actividad catalítica de la mutante W12F/WI93F

disminuye de manera gradual. Mientras la mutante W12F tiene un quiebre importante en la

pérdida de la actividad como se mencionó antes, a 0.5 M-g mi/1 ya que ha perdido

completamente su actividad catalítica, la mutante W12F/W193F a esta misma

concentración mantiene aún el 40 % de su actividad, y la pierde hasta tener un 10%

solamente a 0.0625 ¡a,g mL"1.

Si comparamos los resultados de las dos mutantes con la proteína silvestre, es claro que

ambas mutantes son menos estables a la dilución, ya que a concentraciones menores a 0.5

^g mL"1 en la proteína silvestre permanece más del 50 % de la actividad catalítica, mientras

que las mutantes han perdido entre el 80 y 100% de su actividad.
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Figura 4. Estabilidad a la dilución. Resultados de la estabilidad a la dilución de la TbTIM (24 (•) y 200
horas (o)) y las mulantes W\2Fy W12F/WI93F. Las muestras se incubaron a diferentes concentraciones de
proteína y su actividad catalítica fue determinada después de 24 horas. Las líneas punteadas no son
resultado de un ajuste.

46



3.6 Ensayos de reversibilidad de la TbTIM y W12F/W193F

Los ensayos de reversibilidad se llevaron a cabo con muestras de las diferentes etapas

del patrón de desnaturalización (nativa, fase de transición y desplegada) durante el tiempo

de incubación determinado para cada desnaturalizante (48 horas para GdnHCl y 200 horas

para urea, ver discusión). Después de 24 hrs de la dilución del desnaturalizante, se

determinó fa actividad catalítica de estas muestras así como los espectros de fluorescencia

intrínseca 300-400 nm (excitación 280 nm).

Las figuras 5 y 6 muestran la actividad catalítica y la longitud de onda de máxima

emisión de las muestras renaturalizadas de la TbTIM (Fig.5) y de la W12F/W193F (Fig. 6)

a diferentes concentraciones de urea durante 200 horas. La renaturalización de las proteínas

se realizó a 50, 5 y 2 ¿ig TIM mL"'durante 24 hrs en amortiguador TED 100/10/1 pH 7.4 a

25 °C.
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Figura 5. Recuperación de la actividad catalítica y X^^ de la TbTIMpor ¡a desnaturalización con urea. La
renaturalización de la TbTIMa50(A ) 5( o ) y 2(+ -—) fig mil' se midió por actividad catalítica
(A) y por el valor de Am¿r de los espectros de emisión de fluorescencia (emisión 300-400 nm, excitación 280
nm) (B). Las lineas dibujadas no son el resultado de un ajuste.

Después de desnaturalizar a 0.5 y 1.0 M de urea, para las tres concentraciones de proteína

empleadas, la TbTIM y la mulante W12F/W193F recuperó más del 80 % de la actividad

catalítica. La dilución de las concentraciones intermedias (3.5 y 4.0 M) y altas (6.0 y 7.0 M)

de urea, no permite la recuperación de los valores de actividad de las proteínas nativas. Esto

se observa muy claramente en la actividad catalítica y el valor de Xmáx de las muestras
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incubadas entre 3.0 y 7.0 M de urea. La disminución de la concentración de TbTIM entre 2

y 5 p,g mi/1 tampoco causa una recuperación de los parámetros en las muestras incubadas

entre 3.5 y 7.0 M de urea.

2 3 4 5

Urea (M)

2 3 4 5

Urea (M)

Figura 6. Recuperación de la actividad catalítica y X^^ de la muíante W12F/W193F por la
desnaturalización con urea- La renaturalización de TbTIM a 50(A ) 5(o - - - ) y 2(+ —) /íg mL'1 se
midió por actividad catalítica (A) y por el valor de Am¿i de los espectros de emisión de fluorescencia
(emisión 300-400 nm, excitación 280 nm) (B). Las líneas continua y punteadas no son el resultado de un
ajuste.
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La reversibilidad después de la desnaturalización para GdnHCI se muestra en las Figuras

7 (TbTIM) y 8 (W12F/W193F). Para la TbTIM se observa un porcentaje de recuperación

de la actividad (Fig. 7A) de más del 80 % entre 0 y 0.5 M de GdnHCI. Para las

concentraciones intermedias de GdnHCI (entre 1.3 y 1.5 M) no hay recuperación de la

actividad catalítica en cualquiera de las concentraciones de proteína usadas. Sin embargo, a

4.0 y 6.0 M de desnaturalizante hay una recuperación del 20 % de la actividad a 5 u,g

TbTIM mL"1 y de 60% a 2 |ig TbTIM mi/1 . La recuperación del valor de %„,& de la proteína

nativa (Fig. 7B) muestra el mismo comportamiento, es decir, a bajas concentraciones de

desnaturalizante se recupera el valor de 320 nm, mientras que entre 1.3 y 1.5 M de GdnHCI

el valor de Xmáx es de hasta más de 330 nm. La incubación a altas concentraciones de

GdnHCI (4.0 y 6.0 M) indica que conforme disminuye la concentración de proteína se

recupera e! valor de XmiX de la proteína nativa. Es decir, a una concentración de TbTIM de 2

u.g mL*1 se recupera el valor original.

En resumen, a menor concentración de proteína en el paso de renaturalización, la

TbTIM recupera un mayor porcentaje de actividad catalítica y su valor de XmáX. Sin

embargo, la incubación entre 1.0 y 2.0 M de GdnHCI muestra que la desnaturalización de la

TbTIM es irreversible.

En la imitante W12F/W193F (Fig. 8 A y B), sólo para la renaturalización a 5 \ig mVl se

observa una renaturalización del 60 % a 4.0 y 6.0 M de GdnHCI. Para todos los casos, a 1.3

y 1.5 M de GdnHCI, la doble mutante pierde actividad por completo, y al igual que en
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Figura 7. Recuperación de la actividad catalítica y Á^x de la TbTIM por la desnaturalización con
GdnHCL La renaturalización de ¡a TbTIM a 50(A ) 5(o---)y2(+ —) fig mL'1 se midió por actividad
catalítica (A) y por el valor de Ámi¡x de los espectros de emisión de fluorescencia (emisión 300-400 nm,
excitación 280 nm) (B). Las lineas continua y punteadas no son resultado de un ajuste.

la proteína silvestre, sólo entre 0 y 0.5 M el porcentaje de recuperación de la actividad es

considerable.

El valor de Xm^ se recupera sólo para este mismo caso (5 f¿g TIM mL"1 y 4.0 y 6.0 M).

En general el comportamiento es el mismo, las altas concentraciones de proteína tanto la

TbTIM silvestre como la mulante W12F/W193F afectan el nivel de recuperación de los
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Figura 8. Recuperación de ¡a actividad catalítica y X^ de ¡a mulante W12F/W193F por la
desnaturalización con GdnHCL La renaturalización de ¡a proteina a 50(A ) 5( o ) y 2(4 —-) fig
TbTIM wL'1 se midió por actividad catalítica (A) y por el valor de Amáx de los espectros de emisión de
fluorescencia (emisión 300-400 nm, excitación 280 nm) (B). Las lineas continua y punteadas no son resultado
de un ajuste.

parámetros cuantificados. En la doble mutante, la concentración de proteína óptima es 5 (J,g

mi/1 , y no 2 jxg TIM mi/1 . Esto se debe a que a 2 \xg mi/1 la mutante W12F/W193F ha

perdido aproximadamente el 50% de actividad aún en ausencia del desnaturalizante como

lo muestran los resultados de estabilidad a la dilución (Fig. 4C).

En resumen, con excepción del intervalo entre 0 y 1.5 M urea y entre 0 y 0.6 M

GdnHCI en el cual hay entre un 80-100% de renaturalización, ninguna de las otras muestras
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recupera las señales características de la enzima nativa. Con esto se concluye que el

proceso de desnaturalización de la TbTIM en urea y GdnHCl es irreversible.

Existe la posibilidad de que la irreversibilidad sea causada por reacciones de

degradación química, resultado de los largos tiempos de incubación (principalmente en

urea), por lo que la actividad catalítica de las muestras renatural izadas se determinó

también durante períodos cortos (entre 3 y 24 hrs) de desnaturalización con urea. Para estos

tiempos cortos de incubación se observó un bajo nivel de reactivación que muestra ser

independiente de los tiempos de desnaturalización. Esto nos indica que la irreversibilidad

de la reacción es causada muy probablemente por un pfegamiento inadecuado y por la

asociación incorrecta de la TbTIM (datos no mostrados). Desgraciadamente, la degradación

química de la TbTIM a tiempos largos no puede descartarse con este experimento.

3.7 Desplegamiento de la TbTIM y de las imitantes W12F y W12F/W193F

El patrón de desnaturalización de la TbTIM y de las mulantes W12F y W12F/W193F se

midió por dicroísmo circular, actividad catalítica, determinación del SCM, intensidad de

fluorescencia a Xmix así como por unión de ANS. La determinación de valores de DC,

actividad catalítica y fluorescencia intrínseca de las muestras (50 jj.g mL*1 en TED 20/1/1

pH 7.4) de la TbTIM y las mutantes W12F y W12F/W193F incubadas a las diferentes

concentraciones de urea o GdnHCl se hicieron paralelamente, a partir de la misma muestra,

durante el mismo día. La siguiente parte de los resultados está dividida por el

desnaturalizante utilizado, se presentan los resultados obtenidos usando urea en la primera

parte y posteriormente los obtenidos en GdnHCl.
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3.7.1 Desplegamiento inducido por urea

Dicroísmo circular

El desplegamiento de la TbTIM, así como de las mutantes W12F y W12F/W193F en

urea se siguió por DC en la región del UV lejano. El valor de elipticidad a 222 nm para

cada una de las muestras se usó para calcular los valores de Fnapp (Figura 9). Los cambios

en la estructura secundaria de las tres proteínas no son monofásicos, es decir, se observan

claramente dos transiciones, sugiriendo fuertemente la presencia de por lo menos un

intermediario. En concentraciones entre 2.0 y 5.0 M de urea se observa una región de

plataforma en la señal de DC en la cual los cambios en la elipticidad son pequeños. Los

resultados de la Figura 9 muestran que la región de plataforma se incrementa y se vuelve

más evidente en el orden TbTIM<W12F<W12F/W193F. La sustitución de un W hace más

sensible a la proteína con respecto a la acción del desnaturalizante. Y como se puede

observar, la sustitución de dos residuos W la hace todavía más sensible que la muíante

sencilla y que la silvestre, aunque las constantes catalíticas (Tabla I) entre esta última y las

mutantes pueden considerarse equivalentes. Los valores de C y, de las dos transiciones

observadas por DC se iistan en la Tabla IV.
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Figura 9. Desplegamiento de la TbTIM en urea seguido por DC en la región de UV lejano. La fracción
aparente de moléculas nativas (FNapp> se calculó con la ecuación Fnapp = Yx-Yu/Yn-Yu, se muestra la Ffiapp

calculada a partir de la ecuación FnBpp= Yx-Yu/Yn-Yu donde Yu es la señal de la proteína desnaturalizada,
Yn es la señal de la proteína nativa y Yx la señal a X concentración de desnaturalizante, usando los valores
de elipticidad a 222 nm (B222) de la desnaturalización de la TbTIM (») y las mulantes W12F (O)
W12F/W193F (V) incubadas 200 horas en urea (50 fig mV1),

Unión deANS

La literatura reporta que la fluorescencia del ANS aumenta conforme disminuye la

polaridad del solvente (Stryer, 1965). Esta característica ha resultado útil para detectar la

presencia de intermediarios (Ptitsyn et al., 1990, Semisotnov et al., 1991) ya que la unión

de ANS a intermediarios del plegamiento está acompañado por un incremento en la

intensidad de fluorescencia de esta molécula, ya que se une a regiones hidrófobícas

parcialmente expuestas de la proteína (Chánez-Cárdenas, 1998). El ANS no muestra una

fluorescencia significativa se une a proteínas nativas, en las que las regiones hídrofóbícas
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están totalmente ocultas al solvente, o a proteínas desnaturalizadas en las que las regiones

hídrofóbicas están totalmente solvatadas.

La fluorescencia del ANS en presencia de TbTIM y W12F, W12F/W193F incubadas en

diferentes concentraciones de urea se muestra en la Figura 10. En las tres proteínas

observamos un incremento en la fluorescencia del ANS a concentraciones intermedias de

desnaturalizante. A concentraciones entre 2.0 y 5.0 M de urea, se observa un máximo en la

intensidad de fluorescencia para la TbTIM. Para la W12F y la W12F/W193F el aumento en

la señal del ANS es mayor a partir de 1.5 o 1.0 M de urea respectivamente.
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Figura 10. Incremento en ¡a fluorescencia de ANS por la incubación a diferentes concentraciones de urea.
100 fjM de ANS se añadió a las muestras (50 /ig mL'1 en TED 20/1/1 pH 7.4) de TbTIM (•), W¡2F (o) y
WI2F/W193F (V) incubadas 200 horas a las diferentes concentraciones de urea. La intensidad de
fluorescencia del ANS se determinó a 480 nm (/I excitación= 360 nm).
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Las mutantes se desnaturalizan a menores concentraciones de urea (como se observó en

la figura 9), aparentemente las mutaciones disminuyen la "estabilidad" de la conformación

nativa, por lo que el equilibrio se mueve hacía el intermediario (I) permitiendo que éste se

observe.

Por otra parte, la fluorescencia del ANS es mayor en W12F/W193F que en W12F y que

en TbTIM (Fig. 10). Puede ser que el (los) intermediario(s) presente(s), tengan una mayor

superficie hidrofóbica expuesta al solvente, o bien que su concentración sea mayor.

Las concentraciones de desnaturalizante en las cuales se observa el máximo de

fluorescencia de ANS, corresponden a la región en plataforma observada en los resultados

obtenidos por DC (Figura 9).

Actividad catalítica

El método para calcular la actividad catalítica para las muestras incubadas en presencia

de desnaturalizante se describe en la sección de Material y Métodos (Vázquez-Contreras et

al., 2000). Este método es de gran importancia ya que es necesario diluir la muestra, de la

concentración usada para medir los parámetros espectroscópicos (50 mg mi/1 ) a la

concentración usada para medir actividad catalítica (5 ng TbTIM mL" ).

La actividad catalítica de la TbTIM y sus mutantes después de la incubación en

diferentes concentraciones de urea se observa en la Figura 11. Al igual que lo observado

por DC, la actividad catalítica de la doble mutante W12F/W193F se pierde a

concentraciones menores de desnaturalizante que en la W12F o en la TbTIM. Es claro que

para la actividad catalítica (y a diferencia de la figura 9), existe una sola transición donde se
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pierde prácticamente toda la actividad catalítica. Los valores de C <A para la transición

observada en cada una de las enzimas se observa en la Tabla IV.

La actividad catalítica de la TIM se ha atribuido siempre al dúnero nativo (Zabori et al,

1980), por otro lado, ninguna de las proteínas muestra actividad catalítica en la región de

plataforma detectada por DC (Figura 9) que corresponde también al máximo de unión de

ANS (Figura 10). Esto indica que el o los intermediarios observados entre 2.0 y 5.0 M de

urea prácticamente no presentan actividad catalítica.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 11. Actividad catalítica durante el desplegamiento de la TbTIM y las mulantes W12F y
W12F/W193F* Actividad catalítica de la de TbTIM (•), W12F (o) y W12F/W193F ( V) (50 fig mi'1 en TED
20/1/1 pH 7.4) incubadas 200 horas a las diferentes concentraciones de urea. La ft-acción aparente de
moléculas nativas (FNapp) se calculó con la ecuación FNapp = Yx-Yu/Yn-Yu.

Fluorescencia intrínseca

En ausencia de desnaturalizante, el espectro de emisión de fluorescencia de la TbTIM

tiene su Xmsx a 322 nm (Figura 3 B y Tabla I). A concentraciones de desnaturalizante entre

4.0 y 6.0 M GdnHCl o entre 8.0-9.0 M urea, el valor de ÁmiX llega hasta 356 nm y el valor
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de intensidad de fluorescencia disminuye considerablemente. Esto indica la exposición

completa de los residuos W al solvente.

El centro espectral de masa (SCM) es semejante para la TbTIM y sus mutantes (Tabla

I). Ei efecto de la urea en el SCM se observa en la Figura 12A, en la cual se puede observar

que entre 0 y 2.0 M de urea el cambio en SCM es apenas perceptible. Entre 2.0 y 6.0 M de

urea hay un aumento del valor de SCM y un evidente escalón. A partir de 6.5 M de urea los

cambios también son muy ligeros. Las concentraciones de urea a las cuales se observa el

cambio más drástico y el escalón en los valores de SCM son las mismas concentraciones

donde se observa la meseta por DC (Figura 9) y la máxima unión de ANS (Figura 10). La

gráfica sugiere (Fig. 12A) que hay un intermediario visto por cambios en el SCM a ío largo

del aumento de la concentración del desnaturalizante. Se calcularon los valores de Í*VW

para obtener el valor de C y, de las dos transiciones observadas para cada una de las

proteínas (Tabla IV).

El efecto de la urea en la intensidad de fluorescencia de TbTIM y de las mutantes W12F.

y W12F/W193F se muestra en ía Figura I2B. Para la TbTIM, los cambios en la

fluorescencia para el desplegamiento con urea muestran dos transiciones de similar

amplitud. La primera, entre 2.0 y 2.5 M y la segunda entre 4.5 y 6.0 M de urea (Figura 12B

•). La mulante WH2F, muestra una sola transición entre 4.0 y 6.0 M de urea (o). Por

último, el patrón de desnaturalización de la muíante W12F/W193F (\7) es similar al de la

TbTIM. Sin embargo, la amplitud de la primera transición es menor.
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Figura 12. Desplegamiento de la TbTIMy las mulantes W12Fy W12F/W193F seguido por cambios en la
fluorescencia intrínseca. Se determinaron ¡os espectros de fluorescencia intrínseca (emisión 310-400 nm,
excitación 295 nm) de las muestras incubadas 200 horas. TbTIM (•), W12F (o) y W12F/WI93F (V)(50 fig
mV' en TED 20/1/1 pH 7.4). En A se grafican los cambios en el SCM como respuesta al incremento en la
concentración de urea. Se muestra la FNBPP calculada a partir de la ecuación FNm= Yx-Yu/Yn-Yu para
calcular el valor de C w de cada una de las transiciones, donde Yu es ¡a señal de la proteína desnaturalizada,
Yn es la señal de la proteína nativa y Yx la señal a X concentración de desnaturalizante. El valor de SCM se
calculó a partir de la fórmula SCM=£AI(A)/Z1(A) (ver Material y Métodos). B. Intensidad de fluorescencia
a 322 nm.
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El objetivo inicial de comparar los patrones de desnaturalización obtenidos por

fluorescencia de la TbTIM y las dos mulantes, fue tratar de dilucidar qué regiones de la

proteína se exponen al solvente a lo largo de la curva de desnaturalización. Es claro que el

patrón de desnaturalización involucra por lo menos un intermediario, y que el intervalo

donde éste se observa tanto por SCM como por IF, corresponde a la región en la que se

identificó por DC y fluorescencia del ANS. Apoyados en la identificación del W193 como

apagador de la fluorescencia del W159 (Figura 3B y Tabla III) así como de los triptofanos

expuestos u ocultos al solvente (Tabla II), proponemos un patrón de desnaturalización para

la TbTIM al incrementar la concentración de urea. Esta hipótesis se expone y explica en la

sección de Discusión.

Tabla IV. Valores de C yt de las transiciones, calculados a partir de los valores de Fuapp para
la desnaturalización inducida por urea obtenidos por actividad catalítica (Fig. 11),
fluorescencia (Fig 12 A) y DC (Fig. 9).

Actividad
[Urea] i,z

DC
[Urea]1/2

SCM
[Urea] 1/2

Primera transición

[Urea]w

wt 2.5
W12F 1.5
W12F/W193F 1.5

wt 1.88
W12F 1.75
W12F/W193F 1.55

wt 2.8
W12F 2.3
W12F/W193F 2.0

Segunda transición

[Urea]w

No detectable

wt 5.2
W12F 5.6
W12FAV193F 5.75

wt 5.5
W12F 5.3
W12F/W193F 5.6
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3.7.2 Desplegamiento inducido por GdnHCl

Dicroismo circular

La desnaturalización de la TbTIM y las mutantes W12F, W12F/W193F inducida por

GdnHCl se siguió por DC en la región de UV lejano. Los cambios en los valores de la

elipticidad a 222 nm se usaron para determinar la fracción aparente de moléculas en el

estado nativo (Fuapp) (Figura 13). Es claro que el patrón de desnaturalización no es

monofásico, pues presenta una meseta que es más evidente en el orden W12F/W193F >

W12F > TbTIM. Al igual que en urea, la doble mutante es más sensible al desnaturalizante

que la W12F y la TbTIM silvestre. Por otro lado el patrón de desnaturalización bifásico

sugiere la presencia de por lo menos un intermediario.

La plataforma se observa a concentraciones de GdnHCl entre 1.0 y 2.0 M. Los espectros

de dicroismo circular de la proteína sin desnaturalizante y a 1.2, 1.4 y 1.8 M de GdnHCl, se

utilizaron para calcular el porcentaje de a hélice mediante los programas CDNN y CDsstr

(Bohm et ai, 1992., Johnson, W.C., 1999). Este análisis indicó que el contenido de a hélice

disminuye hasta casi un 50 %. Los valores de C Vl para las dos transiciones observadas

indican que el valor de C ./, de la primera transición es menor en la proteína silvestre (Tabla

V). Por otro lado, los valores de C •/, de la segunda transición son prácticamente similares

para las tres enzimas indicando que la meseta, que es más evidente en la doble mutante que

en la mutante sencilla y que en la TbTIM silvestre, es el resultado de la desestabilización de

la proteína nativa.
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Figura 13. Cambios en la señal de (Heroísmo circular en el UV lejano como fundón del aumento en ¡a
concentración de GdnHCL La fracción aparente de moléculas nativas (Fsap¡) se calculó con la ecuación
Ffíspp = Yx-Yu/Yn-Yu (ver pie de figura de la Fig. 9) usando los valores de elipticidad a 222 nm (02ii) de ¡a

desnaturalización de la TbTIM (*) y las mulantes W12F (o) W12F/W193F (V) incubadas 48 horas en
GdnHCl (50 fig mü')

Unión de ANS

Para reforzar la hipótesis sobre la existencia de un intermediario en la desnaturalización

de la TbTIM se utilizó la unión y fluorescencia de ANS. La Figura 14 muestra el aumento

en la fluorescencia del ANS en presencia de la TbTIM y las dos mulantes después de la

incubación a diferentes concentraciones de GdnHCl. Como se puede observar, las tres

proteínas tienen un pico máximo de fluorescencia del ANS a concentraciones entre 1.0 y

2.0 M de GdnHCl, es decir, a las mismas concentraciones donde se observó la plataforma

en la Figura 13. El intervalo donde se observa este aumento en la fluorescencia se

incrementa en el orden TbTIM < W12F < W12F/W193F (Fig. 14) y la fluorescencia del

ANS es mayor para la mutante W12F/W193F que para la mutante sencilla y la proteína
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silvestre. Como en el caso de los resultados con urea, esta fluorescencia mayor puede

deberse a que el (o los) intermediario(s) tienen una superficie hidrofóbica expuesta mayor o

a que existe una mayor fracción de moléculas en este estado (o estados).

40000
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20000 -

10000 -

2 3 4

GdnHCl (M)

Figura 14. Incremento en la fluorescencia delANS a diferentes concentraciones de GdnHCL Las muestras
de TbTIM (•), W12F (O) W12F/W193F (V) (50 fig mL~') se incubaron 48 horas a diferentes concentraciones
de GdnHCl. Se añadió ANS 100 fiMy se midió la intensidad de fluorescencia (longitud de onda de excitación
=360 nm, longitud de onda de emisión = 480 nm).

Actividad catalítica

La figura 15 muestra la actividad catalítica de la TbTIM y las mulantes W12F y

W12F/W193F después del período de incubación con GdnHCl (48 hrs). Como se puede

observar, (Fig. 15) en el patrón seguido por actividad existe una sola transición. Los valores

deC y, calculados para esta única transición indican que la W12F/W193F pierde su
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Figura 15. Actividad catalítica durante el despieganúento de la TbTIM y las muíanles W12F y
W12F/W193F. Actividad catalítica de la de TbTIM (»), W12F (O) y W12F/W193F ( V)(50 fig mUl en TED
20/1/1 pH 7.4) incubadas 48 horas a las diferentes concentraciones de GdnHCl. La fracción aparente de
moléculas nativas (FNop¡) se calculó con la ecuación FNopp = Yx-Yv/Yn-Yu (ver pie de figura de la Fig. 9)

actividad catalítica a menores concentraciones de desnaturalizante (C y, = 0.75 M) que la

mutante sencilla W12F (C Vt = 0.82 M) o que la TbTIM (C ./,= 1-08 M) (Tabla V). Este

mismo comportamiento se observa para los valores de C y, obtenidos por DC.

Fluorescencia intrínseca

El cambio en la fluorescencia intrínseca de la TbTIM y las dos mulantes se siguió a partir

del espectro de fluorescencia (Figura 16A) y mediante la intensidad de la fluorescencia (IF)

a 322 nm (Xmax de la proteína nativa) (Fig. 16B)

El SCM de las proteínas nativas es 336.7 nm (Tabla I) y cambia a 358 nm en 6.0 M de

GdnHCl. La curva de desnaturalización obtenida por el cambio en el SCM no es

monofásica. La meseta es poco evidente para la TbTIM silvestre, sin embargo es muy clara
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para las dos mutantes. La comparación de las tres enzimas muestra que la transición es más

evidente W12F/W193F que en W12F y que en la TbTIM. De acuerdo con esta

observación, los valores de C % obtenidos son diferentes para las tres enzimas (Tabla V), sin

embargo son muy similares con los valores de C yt obtenidos por las diferentes técnicas para

cada una de las proteínas (Tabla V). Esto apoya una vez más la propuesta de que la

sustitución de los residuos W en la TbTIM provoca una desestabilización de la proteína

nativa.

En contraste, la segunda transición, es muy similar en las tres enzimas, de hecho, las

curvas prácticamente se sobreponen, lo que nos indica que a estas concentraciones de

GdnHCl la desnaturalización de las tres enzimas se lleva a cabo a partir del mismo

confórmero, probablemente un monómero. El efecto de la GdnHCl en la IF de la TbTIM

silvestre, y de las mutantes W12F y W12F/W193F se observa en la figura 16B. La TbTIM

silvestre tiene un patrón de desnaturalización con dos transiciones, y el punto de inflexión

se observa a 1.5 M de GdnHCl sugiriendo una vez más la presencia de un intermediario. La

W12F presenta una sola transición cuyo valor de C •/, es de 2.0 M (Tabla V). La mutante

W12F/W193F presenta dos transiciones, la primera se encuentra entre 0.2 y 1.0 M de

GdnHCl. Se observa una meseta entre 1.0 y 1.8 M. Finalmente, entre 1.8 y 3.0 M de

GdnHCl se observa la segunda transición. La comparación de los perfiles obtenidos para las

tres enzimas nos permitió proponer una hipótesis sobre la exposición gradual de los

residuos W al incrementar las concentraciones de GdnHCl que se aborda en la sección de

Discusión.
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Figura 16. Desnaturalización por GdnHCI de ¡a TbTIMy las mulantes Wl2Fy W12F/W193F seguida por
fluorescencia intrínseca. Se obtuvieron espectros de emisión (310-400 nm , excitación 295 nm) de las
muestras de TbTlM (•), W12F (o) W12F/W193F (V) (50 fig mL~') incubadas 48 horas a diferentes
concentraciones de GdnHCI. En A se gráfica el valor de SCAí a diferente concentración de GdnHCI. El
valor de SCM se calculó a partir de la fórmula SCM=£AI(A)/2f(A) (ver Material y Métodos). B. Intensidad
de fluorescencia a 322 nm.
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3.8 Cromatografía de exclusión (CE-FPLC)

3.8.1 Calibración de la columna

La columna Superdex 75 se calibró en presencia y ausencia de desnaturalizante

(GdnHCl 6.0 M) como se explicó en ía sección de Material y Métodos. Se siguieron dos

señales, IF (excitación 280 nm, emisión 320 nm) y UV 280 nm. La señal de IF es más

sensible que la de UV 280 nm, por lo que se utilizó esta señal y su correspondiente curva de

calibración. Las curvas obtenidas para las proteínas en presencia (6.0 M GdnHCl) o

ausencia de GdnHCl (Fig. 17) indican que las propiedades de permeación de la columna no

dependen de la presencia del desnaturalizante, por lo que es posible utilizar una sola curva

que incluya la dependencia de la velocidad de migración (1000/Vei) vs. el radio de Stokes

(Rs) para todas las muestras.

La ecuación que describe los cromatogramas seguidos por fluorescencia es la siguiente:

1000/Vel = (1.4934)RS -i- 48.1495 (2)

La determinación del radio de Stokes con la columna Superdex 75 mostró una muy

buena correlación con el reportado en la literatura, por lo que puede ser usada para

determinar las dimensiones de las proteínas en su estado nativo y desnaturalizado. Por otro

lado se observó que el límite de resolución de la columna es de un Rs de aproximadamente

54 Á. A partir de 47 Á, la resolución es muy baja.
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Radio de Stokes vs. Vol. elución nativas y desnaturalizadas
Nativas TED100/10/1 pH 7.4 & Desnaturalizadas GdnHCI
6M TED 100/10/1 pH 7.4 Flujo 0.4 mUmin

120

10 20 30 40 50
o

Radio de Stokes (A)

• 280 nm

o IF

A 280 nm bis

• 320 nm bis

60

Absorbencia

Fluorescencia

Variable

Ordenada al origen (b)
Pendiente (m)

Valor

48.2545
1.5298

Err. Est.

3.0884
0.0977

Coeficiente de correlación (r) = 0.9734

Variable

Ordenada al origen (b)
Pendiente (m)

Valor

48.149E
1.4934

Err. Est.

¡ 3.2848
0.1014

UV (280 nm)

IF (320 nm)

Figura 17. Curva de calibración para condiciones nativas y desnaturalizantes déla columna Superdex 75.
Volumen de elución vs. radio de Stokes (Á) seguida por intensidad de fluorescencia a 320 nm (excitación 280
nm)yUV 280 nm de ¡as proteínas nativas (20 ¡ig mi'1 en TED 100/10/1 pH 7,4 ) y desnaturalizadas (20 fig
mü' en 6.0 Mde GdnHCI en TED 100/10/1 pH 7,4).
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3.8.2 Características hidrodinámicas de la TbTIM

Para conocer el estado de asociación de el o los intermediarios presentes a lo largo de la

curva de desnaturalización por GdnHCl de la TbTIM, los experimentos de cromatografía se

llevaron a cabo con la TbTIM y con la mutante monoméríca RMMCMTIM (Saab et al.,

2001). El perfil de elución de la RMMO-1TIM a diferentes concentraciones de GdnHCl

muestra un solo pico de elución a todas las concentraciones usadas (datos no mostrados).

La Figura 18 muestra perfiles de elución representativos para la TbTIM. Como se puede

observar, entre 0 y 0.9 M de GdnHCl se observa un solo pico de elución (/)) que se se

mueve a menores volúmenes de elución, indicando que la especie que eluye en ese pieo

aumenta gradualmente sus dimensiones. En la concentración de 1.0 M aparece un nuevo

pico (A), cuyo volumen de elución es fijo conforme aumenta la concentración de GdnHCl

de 1.0 a 2.5 M.

A las concentraciones de 2.0 y 2.2 M de GdnHCl se observan tres picos (-4, D* y M*).

En 2.5 M de GdnHCl el pico llamado ¿>* ha desaparecido, A disminuyó y M* es la

población mayoritaria. M* disminuye su volumen de elución conforme aumenta la

concentración de GdnHCl. La identificación de estos picos se explica más adelante.

Página siguiente

Figura 18. Cromatograma de la TbTIM a diferentes concentraciones de GdnHCl. Las muestras de TbTIM
(50 fig mL~') se incubaron a diferentes concentraciones de GdnHCl durante 48 horas. Las muestras se
inyectaron a la columna Superdex 75 equilibrada con la misma concentración de desnaturalizante. En esta
figura sólo se muestran cromatogramas de concentraciones de GdnHCl representativas.
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Radio de Stokes

El radio de Stokes se calculó a partir del volumen de elución y la ecuación 2 (ver sección de

Material y Métodos). En la Figura 19 se observan los valores obtenidos, graneados en

función del aumento en la concentración de GdnHCl.

En ausencia de desnaturalizante, la RMM0-1TIM tiene un Rs de 19.9 Á. El incremento

en la concentración de GdnHCl provoca una transición monofásica entre 1.0 y 3.0 M de

GdnHCl mientras que a 6.0 M su Rs es 44.0 A (Fig. 19, O). Por otro lado, en ausencia de

desnaturalizante, la TbTIM nativa (D) tiene un Rs de 29.6 Á. El valor de Rs de este pico

aumenta de 29.6 A a 30.8 Á en GdnHCl 0.9 M (Figura 19, •), [lo que indica que D es ahora

un dímero expandido (/)*)].

Como se observó en la Figura 18, a partir de una concentración de GdnHCl de 1.0 M

existe más de una especie en el patrón de desnaturalización:

1) i)*, cuyo Rs aumenta de 30.8 a 34.1 A conforme la concentración de GdnHCl aumenta

de 1.0 a 2.2 M, sugiriendo que D* es un dímero expandido (• Fig. 19)

2) Una especie de alto peso molecular {A), cuyo Rs es constante (46.7 Á en promedio).

Esta especie (*, Fig. 19) tiene un Rs mayor que el de la proteína en GdnHCl 6.0 M, por

lo que suponemos que es un agregado. Por otro lado, eluye en el límite de resolución de

la columna por lo que puede ser una mezcla de especies grandes que no se alcanzan a

diferenciar.

3) La tercera población se denominó M* (• Figura 19), los valores de Rs de esta especie

son intermedios a los mostrados por D* y A. M* aparece a 2.0 M de GdnHCl y coexiste

con D* a 2.0 y 2.2 M de desnaturalizante.
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La comparación de los Rs obtenidos para M* con los de la mutante monoméríca

RMM0-1TIM muestra que a partir de concentraciones de GdnHCl de 2.0 M los valores de

M* y de RMMO1-TIM (Comparar • y O en Fig. 19) se sobreponen. Esto nos permite

suponer que M* es un monómero desplegado y que a partir de 2.0 M de GdnHCl se

observa la desnaturalización de este estado.
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Figura 19. Cromatografía de exclusión de la TbTIMy la muíante monoméríca RMMOt-TÍM a diferentes
concentraciones de GdnHCl las muestras de TbTIM (;*y *) y de RMMO-1 TIM (O) (50 fig mL'1) se
incubaron a diferentes concentraciones de GdnHCl durante 48 horas. Las muestras se inyectaron a la
columna Superdex 75 equilibrada con la misma concentración de desnaturalizante. Los radios de Stokes se
calcularon a partir de ¡os volúmenes de elución y ¡a ecuación (2) (ver Material y Métodos).
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Para corroborar el estado de asociación propuesto para D*, M* y A se siguió el efecto de

la concentración de proteína en el equilibrio D* a M* por CEM-FPLC. Se eligieron

concentraciones de desnaturalizante donde se observó más de una especie: 1.2, 1.8,2.0, 2.2

y 2.5 M de GdnHCl. Las concentraciones de TbTIM utilizadas fueron de 5 y 200 jig mL"1.

La Figura 20 muestra los resultados obtenidos.

En concentraciones de GdnHCl de 1.2 y 1.8 M (Figura 20 recuadros A y B) D* es el

estado dominante a 5 jj.g mL"1. Cuando la concentración de proteína se aumenta a 50 o 200

¡J,g mL"1 se favorece la presencia de A. El estado M* es el estado más favorecido a 2.0, 2.2

y 2.5 M de GdnHCl y 5 ug mL*1 (recuadros C, D y E). En todas las concentraciones de

GdnHCl observadas, el agregado A, se incrementa conforme aumenta la concentración de

proteína de 5 a200¡4,gmL*1. Conforme A aumenta, D* y M* disminuyen.

Si efectivamente M* es un intermediario monómerico, se esperaría que al disminuir la

concentración de proteína a 5 ¡j,g mL"1 M* fuera predominante y que al aumentar la

concentración a 50 y 20.0 jxg mL'1 se viera menos representado. Esto es lo que podemos

observar en los paneles C, D y E de la figura 20.

Página siguiente

Figura 20.Efecto de la concentración de proíeína en el equilibrio de los estados D*tAyM*. Los perfiles
de elución de las muestras incubadas al tiempo de equilibrio a 5, 50 y 200 ftg mL~'de TbTIM a diferentes
concentraciones de GdnHCl. Los recuadros A a Ese obtuvieron a 1.2, 1.8, 2.0, 2.2 y 2.5 M de GdnHCl.
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Tabla V. Valores de Cv¡ para actividad catalítica (Fig. 15), fluorescencia intrínseca (Fig.
16 A y B), y DC (Fig. 13) calculados con el programa Savuka, versión 5.12 (Bilsel et al.,
1998).

Técnicas

Actividad
[GdnHClV

DC
[GdnHCl]ifla

SCM
[GdnHCW

Intensidad
fluorescencia a X™
[GdnHClV

SEC-FPLCb

de

DííD*
[GdnHCl]1/2

wt
W12F
W12F/W193F

wt
W12F
W12F/W193F

wt
W12F
W12F/W193F

1.08
0.82
0.75

1.0
0.8
0.65

1.2
0.9
0.7

wt 1.2
W12F no detectado
W12F/W193F 0.69

D5D*

wt 0-1.8M

[GdnHCl]i/2

No detectable

wt
W12F
W12F/W193F

wt
W12F
W12F/W193F

wt
W12F
W12F/W193F

D* ±?2M*

wt 2.0- 2.2 M

2.14
2.43
2.19

2.2
2.16
2.22

2.2
2.0
2.2

2M* ±+2U

wt 2.2- 6.0 M

11 Valores de Cv¡ (M) para actividad catalítica (Fig. Í5), fluorescencia intrínseca (Figs. 16), y DC (Fig. 13).
Estos valores fueron calculados utilizando ei programa Savuka, versión 5.12 (Bilsel el al., 1998).
b Los intervalos de concentración se obtuvieron de los datos de la figura 19.
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4. Discusión

4.1 Caracterización de la TbTIM y las mutantes construidas y estabilidad a la
dilucida

En el presente trabajo se construyeron las mutantes W12F, W159F y W12F/W193F

sobre el gen de la TIM de Trypanosoma brucei. Los genes con las correspondientes

sustituciones de W por F se insertaron en un plásmido con el que se transformó una cepa de

expresión que nos permitió sobreexpresar y purificar a las enzimas. La caracterización de la

TbTIM y las mutantes construidas y purificadas en este trabajo, mostró que la W12F,

W159F y la W12F/W193F poseen parámetros cinéticos y espectroscópicos semejantes a los

de la TbTIM silvestre (Tabla I) por lo que suponemos que los residuos involucrados en la

catálisis no están afectados considerablemente como resultado de las mutaciones. Los

parámetros espectrales (kn&x. y SCM) de las mutantes son semejantes a los obtenidos para la

proteína silvestre, lo que sugiere que los W restantes no se han expuesto al solvente como

resultado de la alteración de los residuos sustituidos.

Las mutantes W12F y W12F/W193F son menos estables a la dilución que la proteína

silvestre (Fíg. 4). En general, la TbTIM es una proteína muy inestable a la dilución. Si la

comparamos con los resultados obtenidos para la TIM de levadura (yTIM) (Nájera-Peña et

ai, en preparación) y de amiba (Landa et al., 1997) que son estables hasta a una

concentración de 2.0 y 0.4 ng mL"1 respectivamente, la TbTIM es muy inestable, al igual

que la TIM de T. cruzi que sólo es estable en concentraciones por arriba de 1 u,g mL "'

(Gómez-Puyou et al, comunicación personal).

La diferencia en la estabilidad a la dilución puede explicarse en términos de qué tan

fuerte es la interacción entre los dímeros, esto es, en términos de la diferencia en energía

libre entre el dímero y los monómeros aislados. La secuencia y estructura tridimensional de
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las TIMs es muy parecida, en las diferentes especies, por lo que se esperaría que los

contactos entre monómeros estuvieran altamente conservados. A pesar de esto, el análisis

de los residuos involucrados en las interacciones de la interfase del dímero de las TIMs de

levadura y tripanosoma muestran gran variabilidad. La identidad de la secuencia entre los

32 residuos de la interfase de la TbTIM y la yTIM es del 59 % entre estas dos especies. Sin

embargo a pesar de esta variación, la manera en que los monómeros se asocian no cambia

significativamente.

Los puentes de hidrógeno que se forman entre residuos de la subunidad 1 y la 2 están

muy conservados, y hay 21 para pollo, 24 para levadura y 20 para tripanosoma. Sin

embargo, las interacciones del asa 2 de la TbTIM y la yTIM son diferentes. En el caso de la

TbTIM, la V46 se encuentra en la punta del asa 2, y cuando los monómeros se encuentran

separados, este residuo queda prácticamente expuesto. Cuando el dímero está formado, la

V46 se encuentra rodeada por residuos hidrofóbicos (F345, L348, V378, 1382, L383 y

F386). En la yTIM, esta V está sustituida por la T45, que participa en puentes de hidrógeno

mediados por agua con la otra subunidad, por lo tanto, las interacciones hidrofóbicas en la

interfase de la TbTIM tienen como contraparte interacciones polares en la yTIM (Wierenga

& Noble, 1992).

4.2 Determinación del grado de reversibilidad en el proceso de desplegamiento de la

TbTIM

Los estudios de plegamiento de proteínas involucran la caracterización cinética y/o

termodinámica de los estados nativo y desplegado asi como de los intermediarios. Las

transiciones de desplegamiento de las proteínas se presentan al aumentar la concentración

de un agente químico como urea o GdnHCl, o al modificar una propiedad del solvente
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como presión o temperatura, entre otros. Esto tiene el objetivo de caracterizar los estados

presentes a lo largo de la desnaturalización de las proteínas, e idealmente, calcular la

estabilidad conformacional de las mismas. Para caracterizar el plegamiento de las proteínas

en términos termodinámicos, es necesario que el proceso de desnaturalización se encuentre

en condiciones de equilibrio. Por otro lado, la reversibilidad del proceso es un requisito

indispensable para que el análisis termodinámico sea válido.

Para la TbTIM y las mutantes W12F y W12F/W193F se determinaron las condiciones

de "equilibrio" (ver más adelante) para urea y GdnHCl. El seguimiento de los espectros de

fluorescencia intrínseca de la proteína a diferentes concentraciones de los dos

desnaturalizantes a lo largo del tiempo, indicó que las señales permanecen estables a las

200 horas al ser incubadas con urea y a 48 horas al incubarse en GdnHCl. El seguimiento

del desplegamiento de la TbTIM a diferentes concentraciones de ambos desnaturalizantes

se hizo incubando las muestras a esos tiempos para urea o GdnHCl.

Por otro lado, la reversibilidad del proceso era otro de los puntos a caracterizar para

continuar con el objetivo de estudiar el patrón de plegamiento de la TbTIM. Muchos de los

estudios de plegamiento de proteínas se han realizado preferencialmente con proteínas

monoméricas, debido a que las proteínas oligoméricas generalmente tienen procesos de

desplegamiento más complejos en los que muchas veces existe agregación provocando

irreversibilidad parcial o total del proceso. La reversibilidad de la desnaturalización por

urea y GdnHCl se siguió para la TbTIM y la mutante W12F/W193F. Con ninguno de los

dos desnaturalizantes el proceso es totalmente reversible.

En el caso de urea se observa irreversibilidad del proceso a concentraciones entre 1.5 y

7.0 M de urea, aunque entre 0 y 1.0 M hay un 80% de reversibilidad. Ningún efecto en la
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recuperación de las señales se observó para el replegamiento a diferentes concentraciones

de proteína (Figuras 5 y 6).

Para la desnaturalización con GdnHCl la recuperación de la actividad catalítica y la Xmax

de la proteína nativa (322 nm) dependen tanto de la concentración de desnaturalizante

usada durante la incubación al tiempo de equilibrio, como de la concentración de proteína

utilizada durante la renaturalización (Figuras 7 y 8).

La irreversibilidad parcial o total del proceso de desplegamiento se debe muchas veces a

la precipitación o la agregación de la proteína. Las reacciones de agregación se incrementan

a mayor concentración de proteína. En el caso de urea, no se observa claramente, un efecto

de la concentración de proteína, ni la caracterización de la enzima llegó a tal punto que se

haya podido observar la presencia de agregados durante el proceso. Por otro lado, para

GdnHCl el incremento en la concentración de proteína de 2 a 50 u,g mi/1 muestra

claramente que a mayor concentración de proteína menor porcentaje de renaturalización, lo

que sugiere que la agregación tiene lugar en la desnaturalización con GdnHCl. Para este

desnaturalizante, los experimentos de CEM-FPLC (ver mas adelante) muestran claramente

que a las concentraciones de proteína donde no se observa ninguna recuperación de las

propiedades de la proteína nativa, existe la formación de especies de alto peso molecular

que eluyen en el límite máximo de resolución de la columna y que caracterizamos como

agregados en el proceso de desnaturalización por GdnHCl (Fig 18 pico A y 19 *). Estos

mismos experimentos mostraron cómo la formación de agregado se favorece conforme se

incrementa la concentración de proteína de 5 a 50 y a 200 |ig TIM mL"1 (Figura 20 A-E).
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Como se discutirá más adelante, es muy probable que la formación de los intermediarios

D* y M* observados en la desnaturalización por GdnHCl, sigan rutas irreversibles hacia la

formación de agregados. Aunque la desnaturalización con urea no se caracterizó hasta el

punto de poder observar los agregados por FPLC es muy probable que el mismo fenómeno

ocasione la irreversibilidad del proceso.

La agregación de la TbTIM y la consecuente irreversibilidad del proceso de

desplegamiento tienen repercusiones importantes en este trabajo, ya que impiden la

caracterización termodinámica del proceso. Como un primer punto, está la imposibilidad de

determinar las condiciones de equilibrio. Un dato que siempre ha causado incomodidad en

quienes han revisado los resultados de este trabajo es que el tiempo de incubación en urea

sea de 200 horas. Incluso 48 horas para GdnHCl siempre ha parecido un tiempo muy largo.

De hecho, la irreversibilidad se ha atribuido a la duración del tiempo de incubación. 200

horas de incubación para urea y 48 horas para GdnHCl, son sin embargo, los tiempos donde

ya no se observa ningún cambio en las señales. El patrón de desnaturalización para ambos

desnaturalizantes con la TbTIM y las imitantes incubadas a ese tiempo de incubación son

los resultados mostrados a lo largo de la sección de resultados de esta tesis.

Para saber si la degradación química resultado de los largos tiempos de incubación en

urea era responsable de la irreversibilidad, se determinó la actividad catalítica de las

muestras incubadas en urea por períodos cortos de tiempo de entre 3 y 24 horas,

observándose un bajo nivel de recuperación de la actividad catalítica, que era independiente

de los tiempos de incubación. Esto nos sugería que la irreversibilidad se debe a un

plegamiento inadecuado y a una asociación incorrecta de la TbTIM donde la agregación es

un proceso que no puede descartarse, más que degradación química por la incubación en

urea a tiempos largos.
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En el caso de GdnHCl, se cuantificó el porcentaje de renaturalización (24 horas después

de diluir et desnaturalizante) al incubar a diferentes concentraciones de GdnHCl por 2,24 y

48 horas. A las 2 horas, el porcentaje de renaturalización es considerablemente mayor que a

24 horas y mas aún que a 48 horas de incubación. Sin embargo, el patrón de

desnaturalización obtenido incubando a 2 y 24 horas es diferente al reportado en este

trabajo incubando durante 48 horas. Esto se debe a que la proteína no se ha desnaturalizado

en este tiempo.

Este resultado tiene implicaciones importantes. El objetivo de este trabajo era analizar

los resultados desde el punto de vista termodinámico, no cinético. Para lo cual era necesario

obtener el tiempo en el cual el proceso ya no cambia a lo largo del tiempo. Incubar por este

intervalo nos permite obtener un patrón de desnaturalización lo más cercano posible a las

condiciones de equilibrio. El patrón de desnaturalización obtenido entre 2 y 24 horas es

diferente para cada tiempo ya que la proteína sigue desnaturalizándose todavía a esos

tiempos. Sin embargo, hacer los experimentos al tiempo al cual consideramos se está cerca

de las condiciones de equilibrio, en nuestro caso tiene el costo de la irreversibilidad del

proceso. Esto nos indica que a lo largo del tiempo se forma una especie de la cual era

imposible obtener de nuevo a la proteína nativa. Por supuesto, esta especie se seguía

formando con el paso de las horas. La formación de agregados es la explicación a esta

irreversibilidad. Por CEM-FPLC se pudo identificar la presencia de agregados al

desnaturalizar a la TbTIM con GdnHCl, lo que apoya nuestra suposición. Por lo tanto, la

irreversibilidad del proceso (al menos comprobado en GdnHCl) se debe a la formación de

agregados.

El camino de formación de agregados es irreversible, por lo que a lo largo del tiempo,

las moléculas que se encuentran en D, D*, M* y U (ver más adelante) eventualmente
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formarían agregados, por lo que el verdadero tiempo de equilibrio para TbTIM en GdnHCl

correspondería al tiempo en el cual toda la proteína está agregada. Con esto llegamos a la

conclusión de que nuestros experimentos, aunque no muestran variación a lo largo del

tiempo entre 36 y 200 horas, seguramente mostrarían una variación considerable al volver a

medirlos a tiempos considerablamente más largos.

Por otro lado, es posible tener un mayor porcentaje de reversibilidad a tiempos cortos, a

costa de no observar la presencia de intermediarios estables durante el proceso.

La irreversibilidad en el desplegamiento de la TIM también se ha observado para el

desplegamiento con GdnHCl de la TIM de Plasmodium falciparum (Gokhale et al, 1999),

la desnaturalización térmica y por GdnHCl de Thermotoga marítima (Beaucamp et al,

1997), la proteína silvestre y mutantes monoméricas de la TbTIM (Schliebs et al, 1997).

Recientemente, los resultados obtenidos para la desnaturalización térmica de la yTIM

muestran que la agregación es un proceso probable cuando se intenta seguir la transición al

equilibrio que provoca irreversibilidad del proceso. Sin embargo el uso de bajas

concentraciones de proteína y de velocidades de barrido mayores a 1.0 °C min"1 permitió

encontrar condiciones de reversibilidad para el estudio de esta enzima (Benítez-Cardoza et

al,2001).

4.3 Desplegamiento de TbTIM, W12F y W12F/W193F inducido por urea.

El desplegamiento de la TbTIM y de las mutantes W12F y W12F/W193F inducido por

urea se siguió por DC, actividad catalítica, fluorescencia intrínseca y unión de ANS. Los

datos obtenidos con las técnicas espectroscópicas, muestran que el patrón de

desnaturalización no es monofásico mostrando dos transiciones con una meseta entre 2.0 y

5.0 M de urea (Figs. 9 y 12). Los datos obtenidos por actividad catalítica (Fig. 11) muestran
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que ésta se pierde durante la primera transición. La presencia de esta plataforma observada

por IF y CD indica que el patrón de desnaturalización no es de dos estados^ y que existe por

lo menos un intermediario cuya presencia es evidente entre 2.0 y 5.0 M de urea.

Para todas las señales, incluyendo la unión de ANS, se observa claramente que la

W12F/W193F se vuelve más sensible al desnaturalizante que la W12F y la proteína

silvestre. Los valores de C yt de la primera transición medida por DC, fluorescencia y

actividad catalítica muestran que el dímero nativo está desestabilizado en las mutantes con

respecto a la proteína silvestre (Tabla IV). El pico de aumento de fluorescencia del ANS

para la TbTIM y las mutantes incubadas a diferentes concentraciones de urea (Fig. 10)

coincide con el rango de concentraciones donde se observó la meseta por DC, fluorescencia

y SCM, así como la pérdida de la actividad (entre 2.0 y 5.5 M de urea para la TbTIM).

Coincidentemente con la disminución de ía C yt para estas señales, el incremento en la

fluorescencia del ANS se da en un rango de concentraciones más amplio para la

W12F/W193F, W12F y TbTIM silvestre. Esto nos indica que entre 2.0 y 5.0 M de ANS,

existe por lo menos un intermediario en el patrón de desplegamiento de la enzima. Para las

tres enzimas, el pico de aumento en la fluorescencia del ANS no es un pico simétrico. En el

caso de TbTIM y W12F/W193F este pico tiene un hombro que nos sugiere que podrían

existir dos intermediarios en realidad entre 2.0 y 5.0 M de urea (Fig. 10).

Este comportamiento ha sido descrito para la anhidrasa carbónica B, para la cual se

había descrito un comportamiento de tres estados con un intermediario glóbulo fundido

(Semisotnov, 1987., Semisotnov, 1991., Uversky, 1993). Sin embargo el pico de máxima

fluorescencia, del ANS no era perfectamente simétrico y la desconvolución de este pico

mostró que existía en realidad otro intermediario, que fue caracterizado posteriormente por

CEM-FPLC a baja temperatura ( Uversky & Ptitsyn, 1996).
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La desconvolución del pico de fluorescencia de ANS para la TbTIM índica que éste se

compone de dos picos con un máximo de fluorescencia a concentraciones de urea de 3.5 y

5.0 M. Para W12F las concentraciones son 2.7 y 3.9 M, y para W12F/W193F, en la cual el

pico está claramente formado por dos poblaciones, las concentraciones son 3.0 y 4.5 M de

urea. Sin embargo los resultados anteriores sólo nos permiten decir que para la TbTIM y las

mutantes W12F y W12F/W193F el patrón de desnaturalización no es monofásico, con una

meseta identificada por DC, fluorescencia y SCM a concentraciones entre 2.0 y 5.0 M de

urea, donde el incremento en la fluorescencia del ANS indica que existe por lo menos una

especie parcialmente desplegada (50 % de la estructura secundaria de las proteínas nativas,

ha perdido una tercera parte de la fluorescencia original y sin actividad catalítica).

Con esta información no es posible determinar si hay uno o dos intermediarios en la

región de la meseta, ni tampoco cuál es su estado de asociación, por lo que una

caracterización de las propiedades hidrodinámicas de la enzima a todas las concentraciones

de urea utilizadas es necesaria para proponer un patrón de desplegamiento de la TbTIM en

este desnaturalizante.

Por otro lado, la comparación de la intensidad de fluorescencia de la TbTIM y las mutantes

con residuos W sustituidos con F nos permitió obtener una propuesta de las regiones que se

exponen a lo largo del incremento en las condiciones desnaturalizantes, que se discutirá

más adelante junto con los datos obtenidos por esta misma técnica para GdnHCI.

4.4 Desplegamiento de TbTIM, W12F y W12F/W193F inducido por GdnHCI.

El desplegamiento por GdnHCI de la TbTIM silvestre seguido por DC e IF no es

monofásico. Tiene dos transiciones detectables cuyos valores de CVl están a

concentraciones entre l.Oy 1.2 M de GdnHCI para la primera transición y entre 2.1 y2.2M
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para la segunda transición. La actividad catalítica se pierde durante la primera transición

(Fig. 15 Tabla V)

En las imitantes W12F y W12F/W193F el punto de inflexión es mas acentuado en la

proteína silvestre, observándose una meseta evidente entre 1.0 y 2.0 M GdnHCI. En las

mutantes, los valores de Cu para la segunda transición se encuentran entre 2.0 y 2.4 M

GdnHCI, es decir son muy similares al C>A de la proteína silvestre. Por otro lado, la primera

transición disminuye su valor de C»en el orden TbTIM>W12F>W12F/W193F (Tabla V).

Este comportamiento se observa por DC, IF y actividad catalítica. La disminución de los

valores de G/, para la primera transición sugiere que la forma nativa de las dos mutantes

está desestabilizada, haciéndola más susceptible de la acción del desnaturalizante, y

permitiendo que el o los intermediarios se observen. Esta región que sugiere la presencia de

por lo menos un intermediario no presenta actividad catalítica.

La unión y fluorescencia de ANS se observó en intervalos de concentración de

desnaturalizante aumentándose en el orden TbTIM <W12F <W12F/W193F. Por otro lado,

la mulante W12F/W193F presenta una mayor intensidad de fluorescencia del ANS que la

W12F y la proteína silvestre. La unión de ANS apoya la hipótesis de la presencia de por lo

menos un intermediario entre 1.0 y 2.0 M de GdnHCI. Sin embargo, a partir de estos datos

no era posible proponer el estado de asociación de un posible intermediario por lo que se

decidió realizar experimentos de cromatografía de exclusión molecular (CEM-FPLC) que

se discuten a continuación.



4.5 Obtención del patrón de desnaturalización para la TbTIM por CEM-FPLC

La caracterización de !a TbTIM silvestre, desnaturalizada con GdnHCl se hizo también

por CEM-FPLC en una columna calibrada en condiciones nativas y desnaturalizantes

(GdnHCl 6.0 M) con base en la calibración hecha por Uversky (Uversky et al., 1993).

Los perfiles cromatográfícos de la TbTIM muestran que a concentraciones entre 0.1 y

0.9 M así como entre 3.0 y 6.0 M de GdnHCl existe un solo pico de elución (Fig. 18 y

valores correspondientes en Rs en Fig. 19). En ambos intervalos este pico no tiene un

volumen de elución constante, sino que eluyen a volúmenes menores al aumentar la

concentración de GdnHCi. Este comportamiento se observa cuando dos especies

mayoritarias presentan una interconversión rápida (mayor a segundos). En estos casos no

se pueden observar picos con volúmenes de elución diferentes, y se observa un "pico

promedio".

La comparación de las propiedades hidrodinámicas de la TbTIM y la imitante

monomérica RM00-1TIM (Saab et al., 2001) nos permitieron sugerir el estado de

asociación de las especies entre 1.0 y 2.5 M de GdnHCl. En el caso de la RM00-1TIM se

observa una sola transición.

La cromatografía de exclusión molecular nos permitió observar dos intermediarios en el

desplegamiento de la TbTIM. El modelo propuesto para este proceso es:

A A
T T

D U D* £> 2M* U 2U
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La primera transición observada por DC, IF y actividad catalítica se observa a

concentraciones entre 0.1 y 1.8 M de GdnHCl. Los datos de CEM-FPLC indican que el

cambio correspondiente en el radio de Stokes para la TbTIM es de 29.6 Á a 32.0 Á en este

intervalo. Este cambio en el valor de Rs involucra la presencia de un intermediario, y por la

diferencia en valores de Rs con la RM00-1TIM a estas mismas concentraciones de

desnaturalizante, proponemos que este intermediario es un intermediario dimérico (D*).

Los datos espectroscópicos indican que la formación de D* está acompañada de una

reducción del 50 % de la estructura secundaria (a hélice), un cambio de 10 nm en el SCM,

la pérdida de la actividad catalítica y una exposición de regiones hidrofóbicas ai solvente

(Comparar Fig. 19(») con Figs 13-15,16 A y B).

A concentraciones entre 1.0 y 2.5 M GdnHCl, D* coexiste con dos especies llamadas A

y M*. Estas especies son muy diferentes en sus características hidrodinámicas comparadas

con D*. Para el caso de A, el valor de Rs es en promedio de 46.7 Á (Fig.19*). Este valor es

mayor que el Rs obtenido para los monómeros desnaturalizados de la TbTIM y la RM0O-

1TIM por lo que es muy probable que A esté formado por moléculas agregadas (ver más

adelante). Por otro lado, la especie denominada M* (Fig. 19 •) sólo se observa coexistiendo

con D* a 2.0 y 2.2 M de GdnHCl. La comparación con los valores de Rs de M*, indica que

éstos se sobreponen con los obtenidos para la RM00-1TIM entre 1.8 M y 6.0 M de

GdnHCl. (Fig.19 •,<>) por lo que proponemos que M* es un intermediario monomérico.

Entre 2.0 y 2.2 Mf M* y D* coexisten en un intercambio suficientemente lento como

para poderse observar por la cromatografía. Sin embargo a 1.8 M se observa un sólo pico

por esta técnica. La sobreposición de los perfiles de elución de RM00-1TIM y TbTIM a 1.8

M GdnHCl (datos no mostrados) índica que el pico correspondiente a la mulante se

encuentra dentro del pico obtenido para la TbTIM, sin embargo, este último es más ancho,



sugiriendo la presencia de otra especie. En este caso particular, la presencia de un sólo pico

puede deberse a que M* a 1.8 M de GdnHCl tiene un Rs muy similar a D*. M* es tan

expandido que es prácticamente del tamaño de D*.

M* se sigue expandiendo entre 2.5 y hasta 6.0 M de desnaturalizante (Fig. 19 •). Como

podemos observar, tanto la transición de D* a 2M* como de 2M* a 2U ocurren en el

mismo intervalo de concentraciones donde se observa la segunda transición por las técnicas

espectroscópicas (C« = 2.1-2.2 M). Sin embargo, los dos eventos que ocurren en estas

concentraciones de GdnHCi sólo se pueden observar por cromatografía, por lo que la

segunda transición observada por técnicas espectroscópicas en realidad sólo puede sensar el

cambio D* a 2U, que involucra la pérdida total de estructura secundaria y terciaria (Tabla V

yFigs. 13 y 16).

En resumen, para la desnaturalización con GdnHCl los datos de actividad catalítica

muestran una sola transición ya que la actividad es cero concentraciones entre 1.0 y 2.0 M

de GdnHCl (Fig. 15). A estas mismas concentraciones de desnaturalizante, por aumento de

la fluorescencia del ANS se observa que existe por lo menos un intermediario inactivo. Los

resultados de fluorescencia, SCM y CD muestran que hay dos transiciones detectables. Los

datos de FPLC muestran que la primera transición detectada por fluorescencia, SCM, DC y

actividad catalítica corresponden a la expansión de D aD* (29.6 Á a 32.0 Á) entre 0.1 y 1.8

M GdnHCl. La segunda transición observada por DC, fluorescencia y SCM involucra dos

eventos: D* a 2M* y 2M* a 2U. Ninguna otra técnica utilizada permitió aislar a los dos

intermediarios de la segunda transición, excepto CEM-FPLC.

Por otro lado, la existencia de agregados y la dependencia con la concentración de

proteína entre 1.0 y 2.5 M de GdnHCl, explica la i reversibilidad total del proceso a estas

concentraciones de desnaturalizante. Los agregados (A) detectados por FPLC se observan
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entre I.O y 2.5 M de GdnHCl. El pico correspondiente a D* disminuye, mientras que el de

A aumenta conforme se incrementa la concentración de proteína (Fig 20. A y B),

sugiriendo que A se forma cuando D* y/o M* siguen una ruta no productiva e irreversible

hacia A. La presencia de estos agregados coincide, como era de esperarse, con la falta de

recuperación de las características nativas de la enzima a las mismas concentraciones de

desnaturalizante en el experimento de renaturalización (comparar Fig. 7 y 19). La

comparación de estas las figuras 7 y 18 nos permite observar que a concentraciones entre

1.0 y 2.0 M de GdnHCl durante la incubación y 50 jig mL"1 de TbTIM, no hay ningún

procentaje de reversibilidad. Sin embargo, en estas mismas condiciones, el cromatograma

indica que la población mayoritaria es D*(Fig. 18). Esto nos sugiere, que aunque

evidentemente la incubación por 48 horas a estas concentraciones de GdnHCl provoca la

formación de agregados, la irreversibilidad observada en la Fig. 7 se debe principalmente a

la agregación causada por la incubación a altas concentraciones de proteína para el ensayo

de reversibilidad (ver Material y Métodos).

4.6 Dilucidación del patrón de desnaturalización de la TbTIM por fluorescencia

intrínseca utilizando las imitantes W12F y W12F/W193F

Los espectros de emisión de fluorescencia de la TbTIM, W12F y W12F/W193F (Fig.

3B) muestran que la Xmá* para las tres enzimas es de 322 nm (excitación 295 nm). La

intensidad de fluorescencia de las enzimas indica que la W12F disminuye su fluorescencia

en un 40 % con respecto a la proteína silvestre. Esto era de esperarse ya que el WI2 es un

residuo totalmente oculto al solvente (Tabla II), y seguramente es el que más contribuye a

la intensidad de fluorescencia de la enzima. Sin embargo, la señal de IF de W12F/W193F
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sólo disminuye un 20 % con respecto a la TbTIM silvestre. Este resultado sugiere que el

W193, apaga la fluorescencia de otro W presente tanto en la TbTÍM como en.W12F. Para

poder apagar la fluorescencia de un W cercano, el W193 tendría que tener cerca a otro W.

Por otro lado, este mismo W193 tendría que ser un residuo expuesto al solvente de tal

manera que la fluorescencia de éste se disipara en el medio. Las tablas II y III muestran que

el W193 es el W más expuesto al solvente, y que la distancia menor entre W193 y otro W

es para el par Wl93-Wl 59 con una distancia de 6.2 A. Esto indica que la fluorescencia del

W159 se apaga por el W193 y esto se corrobora con la comparación de los espectros de

emisión de la mutante W159F y TbTIM, donde se esperaba que la intensidad de

fluorescencia de ambas enzimas tuviera un valor similar (Fig. 3B).

De los cinco residuos W de la TbTIM (Fig. 2), el W90 y el W193 se encuentran

expuestos al solvente (Tabla II), lo que sugiere que los residuos cuya exposición al solvente

producen los mayores cambios en fluorescencia a lo largo del desplegamiento son el W12,

W159y W170.

En el caso de la TbTIM, los cambios en fluorescencia se deben principalmente al W12

y al W170, ya que es muy probable que el W159 se encuentre apagado por el W193.

Siguiendo el mismo razonamiento, la mutante W12F reflejaría principalmente los cambios

del W170, ya que se sustituyó el W12 por un residuo menos fluorescente. Por otra parte, los

cambios en fluorescencia de la doble mutante W12F/W193F se deben principalmente a la

exposición de W170 y W159.

Durante el desplegamiento de la W12F, los cambios en fluorescencia, que muestran

principalmente la exposición de W170, se observan entre 4.0 y 6.0 M de urea (Fig.12 B), y

entre 1.4 y 3.0 M de GdnHCl (Fig. 16 B), indicando que a estas concentraciones de

desnaturalizante, el asa catalítica donde se encuentra el W170 se expone al solvente. En el
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caso de la desnaturalización con GdnHCl este cambio en fluorescencia por el W170 puede

correlacionarse con la transición 2M*£+2U.

La desnaturalización de la TbTIM muestra dos claras transiciones tanto en urea como en

GdnHCl. En urea la primera transición tiene un valor de C^de aproximadamente 2.8 M y la

segunda de 5.5 M. En el caso de GdnHCl, la primera transición tiene un valor de G/, cerca

de 1.2 M GdnHCl y la segunda de 2.2 M de GdnHCl. En estas dos transiciones, los

cambios en la intensidad de fluorescencia se deben al W12 o al W170 o bien, a ambos. .

La diferencia en fluorescencia entre W12F y TbTIM es la exposición del W12 en esta

última. La comparación de los patrones de desnaturalización de estas dos enzimas tanto en

urea como en GdnHCl muestran que la TbTIM presenta una transición a bajas

concentraciones de desnaturalizante (entre 1.0 y 2.0 M GdnHCl y entre 0 y 2.2 M urea) que

no se observa para la W12F. Esto sugiere que el residuo de la interfase W12, queda

expuesto al solvente bajo estas concentraciones de desnaturalizante y antes que el W170

(ver arriba). Para la desnaturalización con GdnHCl este evento corresponde a la transición

D £;D* (Tabla V).

Por último, la W12F/W193F muestra dos transiciones para ambos desnaturalizantes que

reflejan principalmente la exposición del W159 y del W170. La segunda transición

observada también en W12F y TbTIM muestra la exposición del W170. Por lo tanto, la

transición observada para W12F/W193F a bajas concentraciones de desnaturalizante (0 a

1.0 M GdnHCl, y entre 0 y 2.0 M urea), muestra principalmente la exposición del W159

localizado en la hélice 3,0 (antes de la hebra p 6). La exposición del W159 en GdnHCl

corresponde a la transición D 5D* (Tabla V).
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En resumen, todos estos datos indican que hay una exposición gradual de los residuos W

del barril de la T1M La secuencia propuesta a partir del análisis de estos resultados es que

la primera transición observada por intensidad de fluorescencia intrínseca a concentraciones

entre 0 y 2.0 M de urea, así como a concentraciones entre 0 y 1.0 M de GdnHCl, es el

resultado de la exposición del W12 (comparar patrones de TbTIM y W12F (Figuras 12B

para urea y 16B para GdnHCl), y del W159, es decir de hélice 3 I 0 cerca de la hebra [3 6

(observar datos para W12F/W193F, donde el W159 no está apagado y comparar con los de

TbTIM). La segunda transición para TbTIM y W12F/W193F se observa entre 2.0 y 5.0 M

de urea y entre 1.0 y 3.0 M GdnHCl, y corresponde a la exposición del asa catalítica donde

se encuentra localizado el W170. Esta observación se obtiene del análisis de los datos de la

W12F (ver arriba).

4.7 Plegamiento de diferentes TIMs y la hipótesis de la conservación del plegamiento

de proteínas homologas

Dentro del problema del plegamiento de las proteínas, algunos grupos han propuesto que

la ruta de plegamiento de las proteínas está conservada a lo largo de la evolución. Esta

propuesta dice que proteínas homologas siguen la misma ruta de plegamiento para asegurar

que las proteínas se plieguen rápidamente (Hollecker & Creighton, 1983, Krebs et al.,

1983). Esta hipótesis se ha apoyado en un buen número de casos de proteínas homologas.

La desnaturalización y renaturalización tanto en estudios cinéticos como termodinámicos

de la subunidad a de la tríptofano sintasa de E. coli y Salmonella typhimurium y de 5

interespecies híbridas (Stackhouse et al., 1988), la proteína acil-coenzima A de bovino, rata

y levadura (Kragelund et al., 1996), las ribonucleasas de diferentes especies (Krebs et al.,

93



1985), la acilfosfatasa de "tipo común" y de músculo (Taddei et ai, 1999), las proteínas de

choque al frío CspB de Bacillus subtilis, B caldolyíicus y Thermotoga marítima (Perl et al.,

1998) y las proteínas Im7 e Im9 (Ferguson et al., 1999) son ejemplos que muestran que en

condiciones de equilibrio, el patrón de desnaturalización de dos estados (o de tres estados

en el caso de la subunidad a de la triptofano sintasa) se conserva en cada familia de

proteínas.

En la mayoría de los casos, los estudios cinéticos de desplegamiento de estas enzimas

muestran que el esquema fundamental de plegamiento es similar pero existen diferencias en

las constantes de velocidad. Todos estos ejemplos indican que aparentemente, las proteínas

siguen fundamentalmente el mismo proceso de plegamiento, el cual está conservado a lo

largo de la evolución apoyando la hipótesis de la conservación del plegamiento.

Sin embargo, también existen algunas evidencias de un diferente patrón de plegamiento

para proteínas homologas. En el caso de las proteínas Im7 e Im9 en los que los resultados al

equilibrio muestran un proceso similar, el análisis cinético muestra que la Im9 sigue un

patrón de dos estados mientras que la Im7 presenta uno de 3 estados con un intermediario

con mayor intensidad de fluorescencia (Ferguson et al., 1999). En el caso de otro par de

proteínas homologas, las estefinas A y B, tanto los datos cinéticos como termodinámicos

muestran que hay muchas diferencias en estabilidad bajo diferentes condiciones

desnaturalizantes como cambio en pH, desnaturalización térmica y GdnHCl. La estefma A

muestra un patrón de dos estados, mientras que la estefma B presenta un intermediario

semejante a un glóbulo fundido (Zerovnik ef a/., 1991a, 1991b, 1992, 1997,1998).

Resulta interesante seguir no sólo a una familia de proteínas sino a la misma enzima de

diferentes especies. La estructura terciaria y cuaternaria de la TIM de varias especies es
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prácticamente idéntica (Wierenga Se Noble, 1992, Maldonado et al, 1998) lo que la vuelve

una proteína interesante para comparar si se conserva el patrón de plegamiento. Por otro

lado, la comparación de los patrones de desnaturalización de las TIMs de diferentes

especies permite determinar las características comunes en la desnaturalización de esta

proteína.

La cinética de renaturalización de la TIM de conejo (Waley, 1973., Zabori et al., 1980)

muestra la presencia de un intermediario transitorio. Los estudios al equilibrio han

reportado un patrón de desnaturalización de dos estados. La desnaturalización al equilibrio

de la TIM de humano (Mainfroid et al, 1996 a), Plasmodium falciparum (Gokhale et al,

1999) y de levadura (Vázquez-Contreras et al, 2000) inducida por urea, así como el

desplegamiento de la TIM de Leishmania mexicana (LmTIM) (Lambeir et al, 2000) en

GdnHCl, muestran una transición de dos estados. Sin embargo la desnaturalización

inducida por GdnHCl para Plasmodium falciparum (Gokhale et al, 1999), yTIM (Vázquez-

Contreras et al, 2000, Morgan et al, 2000) y LmTIM (Lambeir et al, 2000) con cambios

de pH, señala la presencia de intermediarios en el proceso. En el caso de Plasmodium

falciparum el intermediario no se caracterizó totalmente y los autores se limitaron a

proponerlo como un agregado.

Para la yTIM desnaturalizada con GdnHCl, Vázquez-Contreras et al. y Morgan et al

observan un patrón de desnaturalización monofásico en el que sin embargo, se encuentra un

intermediario que fue caracterizado por diferentes técnicas como un intermediario

monomérico (Vázquez-Contreras et al, 2000, Morgan et al, 2000). En contraste, la

desnaturalización térmica de esta misma enzima sugiere que la yTIM se dimeriza de

manera acoplada al replegamiento de la enzima. (Benítez-Cardozaeía/., 2001)
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Este trabajo muestra por primera vez la presencia de dos intermediarios en el

desplegamiento de la TIM. La caracterización del patrón de desnaturalización con GdnHCl

por técnicas espectroscópicas indica la existencia de un patrón de desnaturalización de tres

estados (Tabla V). Sin embargo, el uso de la cromatografía de exclusión molecular nos

permitió observar que las dos transiciones observadas por fluorescencia, SCM y DC:

DtíD* y D*±;2U, incluyen en realidad tres transiciones D£+D*£;2M*£í2U (sólo

detectables por cromatografía). Por otro lado, nuestros resultados explican la

irreversibilidad del proceso en términos de la presencia de agregados formados muy

probablemente por la asociación incorrecta de los intermediarios T>* y M* como se ha

observado para otras proteínas (Fínk, 1998).

No es muy claro cómo a pesar de tener estructuras terciarias y cuaternarias

prácticamente idénticas, las TÍMs de diferentes especies pueden tener mecanismos de

desplegamiento tan diferentes. A pesar del alto porcentaje de identidad en las diferentes

secuencias reportadas para las diferentes TIMs, del 100% de la conservación de los

residuos del sitio activo y a la gran identidad en la sobreposición de algunas estructuras

(Wierenga & Noble, 1992), es claro que la estabilidad de los intermediarios es diferente en

las diferentes TIMs.

Resultados preliminares con la TIM de Trypanosoma cruzi (TcTIM) muestran que el

grado de complejidad en la presencia de intermediarios puede ser todavía mayor (Vázquez-

Contreras eí al., en preparación), y sería importante entender si el hecho de que la LmTIM,

la TbTIM y la TcTM son proteínas glicosomales (Opperdoes & Borst, 1977) está

relacionado con la existencia de intermediarios. Como la síntesis de la TIM de estos

organismos ocurre en el citosol y posteriormente la proteína se transporta al glicosoma
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(Opperdoes et al., 1984), sería importante conocer si la presencia de estos intermediarios

tiene algún papel en el transporte de la proteína a esta estructura. Es importante conocer si

la presencia de más de un intermediario es característica de la TIM de los tripanosomátidos.

Esto se entenderá con la dilucidación de patrones de plegamiento de TIMs de diferentes

especies.
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Conclusiones y Perspectivas

En el presente trabajo se caracterizó a la TIM de Ttypanosoma brucei. Con el objetivo

inicial de identificar la exposición al solvente de regiones de la proteína a lo largo de la

curva de desnaturalización, se construyeron mutantes con Ws sustituidos. Las mutantes

construidas, sobreexpresadas y purificadas fueron W12F, W159F y W12F/W193F. Para las

mutantes W12F y W12F/W193F se determinaron sus parámetros catalíticos y

espectroscópicos así como su estabilidad a la dilución. Por otro lado, al igual que la TbTIM,

se determinó su patrón de desnaturalización en urea y GdnHCl.

La desnaturalización de la TbTIM y las mutantes W12F/W193F por urea y por GdnHCl

se puede describir como un proceso en el que se encuentra involucrado por lo menos un

intermediario. La existencia de esta(s) especie(s) se propone a partir de la no coincidencia

en las diferentes señales seguidas, así como por la presencia de una región en meseta

observada a concentraciones entre 2.0 y 5.0 M de urea y entre 1.0 y 2.0 M de GdnHCl (por

DC y fluorescencia). El aumento en la intensidad de fluorescencia del ANS, apoya la

hipótesis sobre la existencia de una especie con regiones hidrofóbicas parcialmente

expuestas al solvente en esos mismos intervalos de concentraciones.

La sustitución de los residuos W provoca una desestabilización de la proteína nativa con

respecto a la proteína silvestre, que se refleja como una mayor sensibilidad al efecto del

desnaturalizante y una meseta más evidente en ambos desnaturalizantes.

A partir de los patrones de desnaturalización obtenidos para las mutantes y de un

análisis de la contribución a la fluorescencia de los W12 y W159 de la TbTIM, se propuso

un esquema gradual de las diferentes regiones de la TbTIM que se exponen durante la

desnaturalización por urea y GdnHCl.



Por otro lado, se calibró una columna de exclusión molecular para determinar el Rs de la

TbTIM al aumentar la concentración de GdnHCI. Los datos hidrodinámicos obtenidos

muestran la presencia de dos intermediarios durante la desnaturalización por GdnHCI. Se

observó también que los intermediarios coexisten con una especie de alto peso molecular

que proponemos como un agregado. La presencia de estas moléculas agregadas

correlaciona con la región donde se no se observa ningún porcentaje de reversibilidad en el

proceso de desnaturalización.

Se obtuvo el perfil cromatográfico de la desnaturalización por GdnHCI de una mulante

monomérica donada por la Dra. Gloria Saab (IBT, UNAM). Gracias a la comparación de

los datos obtenidos por el dímero nativo y la muíante monomérica, fue posible proponer un

estado de asociación para los dos intermediarios observados por cromatografía en la

TbTIM: un intermediario dimérico D* y un intermediario monomérico M*. Los resultados

de la desnaturalización de la TbTIM inducida por GdnHCI seguida por diferentes técnicas,

nos permitieron proponer un modelo en el cual existen 4 estados solubles D, D*, M* y U,

así como un agregado A. Los datos de fluorescencia, actividad catalítica y DC permiten

observar las transiciones D±?D* y D*±?2U. Sin embargo, los datos de cromatografía

permiten observar una tercera transición incluida en la segunda transición observada por

tánicas espectroscópicas. El modelo propuesto es el siguiente:

A A
T T

D U D* t» 2M* £; 2U

Este trabajo deja abiertas varias vías de exploración en la establidad de la TbTIM.

Además de las mutantes W12F, W159F y W12F/W193F se construyeron las siguientes
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mulantes: W90Y, W170F y W193F. Y también algunas mutantes múltiples:

W90Y/W159F, W12F/W90Y, W12F/W90Y/ W159F y W170F/W193F que se utilizaron

para construir dos mutantes cuádruples, W90Y/W159F/W170F/W193F (Trpl2) y la

W12F/W90Y/W159F/W193F (Trpl70). Se construyó también una mutante sin triptofanos.

De todas estas construcciones sólo se sobreexpresó y purificó la mutante llamada Trpl70.

Esta mutante resulta interesante ya que el W170 es uno de los residuos más conservados en

la TIM de diferentes especies (de las secuencias reportadas, sólo la TIM de Pyrococcus

woesi no tiene W en esta posición). Por otro lado, este residuo se encuentra en el asa

catalítica, por lo que sería interesante seguir la fluorescencia del W170 como resultado de

la unión de análogos del sustrato o el desplegamiento seguido por fluorescencia de un sólo

residuo W.

La mutante Trpl2, sólo posee al W de la interfase. Por lo que sería posible seguir los

cambios en la fluorescencia del W12 como resultado de la disociación por

desnaturalización con agentes químicos o por efecto de la dilución.

La mutante de TbTIM sin triptofanos puede servir potencialmente para insertar algún

residuo W en alguna región particular y seguir su fluorescencia.

Hay que aclarar que uno de los resultados de este trabajo es que la sustitución del W12 y

W193 en la W12F y W12F/W193F provoca que la enzima sea más sensible a los efectos de

dilución y de concentración de los dos desnaturalizantes empleados. Por lo que es muy

probable que la purificación y caracterización de las mutantes múltiples no sea exitosa, o

bien que la proteína no se comporte de manera parecida a la proteína silvestre en su patrón

de desnaturalización. Por otro lado, es necesario determinar el estado de asociación de cada

una de estas mutantes, ya que resultados obtenidos en nuestro grupo de trabajo (Hernández-

Alcántara et al., 2002) indican que en ocasiones, la sustitución de un sólo residuo en la
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TbTIM (en su caso C14F), puede provocar que la enzima pierda su estado de asociación

dimérico.

La calibración de una columna de filtración molecular en condiciones nativas y

desnaturalizantes (GdnHCl 6M), y los resultados que se obtuvieron de ella, exige la

obtención del Rs para la TbTIM desnaturalizada por urea. Es necesario realizar la

calibración de la columna a 8 M de urea, utilizando los valores de Rs reportados en la

bibliografía para esta concentración de desnaturalizante (Uversky, 1993). Si los datos en

condiciones nativas y en 8M de urea se ajustan a una sola curva como en el caso de los

datos con 6M de GdnHCl, en principio se podría obtener más información sobre la o las

especies que se encuentran en la región de meseta que reporta un aumento en la intensidad

de fluorescencia del ANS (2.0-5.0 M urea). También se podría saber si la irreversibilídad

en el proceso se debe a la formación de agregados. Sí este no es el caso, habría que

incursionar en la posibilidad de que esta irreversibilidad se deba a degradación química.

Por otro lado, la agregación siempre se ha considerado un evento indeseable en los

estudios de plegamíento de proteínas. Es difícil reportar datos con proteínas que se agregan

y que presentan un proceso de desnaturalización irreversible. Sin embargo, los agregados

han empezado a ser el blanco de la investigación de varios grupos. Esto se debe a que en

los últimos años, los agregados de proteínas mal plegadas se han relacionado con las

llamadas enfermedades conformacionales como las amüoidosis, las enfermedades

priogénícas y algunos otros desórdenes que involucran depositación de agregados

proteicos.

Se dice que los agregados encontrados durante el plegamiento o desplegamiento de las

proteínas, se forman por la agregación hidrofóbica de estados parcialmente plegados o

desplegados. Algunos estudios han propuesto que la agregación se debe a la asociación
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específica de intermediarios parcialmente plegados y que la agregación puede favorecerse

si se mantienen las condiciones que promueven la presencia de estas especies (Fink, 1998.,

Uversky et al., 2001), por lo que es importante establecer las propiedades de estos

intermediarios que tienden a agregarse.

La agregación se ha considerado por mucho tiempo como un proceso no específico, sin

embargo, reportes recientes indican que el fenómeno es resultado de interacciones

intermoleculares específicas entre intermediarios del plegamiento como los glóbulos

fundidos. La caracterización de los agregados ha mostrado que éstos tienen una estructura

ordenada, particularmente rica en estructura p-plegada (Jackson et al., 1999., Uversky et

al., 2001.) Incluso se ha mapeado el sitio de nucleación de un intermediario glóbulo

fundido que forma agregados ricos en estructura 3-plegada, donde se observa que el área de

contacto de la proteína agregada es específica e involucra a ciertos residuos (HammarstrOm

eiaU 1999).

Por todo esto, los agregados constuituyen otra fuente de investigación. En este trabajo,

los agregados aparecen como una especie relativamente uniforme en tamaño. Aunque el Rs

máximo que alcanza a resolver la columna es 54.0 Á, y los agregados son de

aproximadamente 47.0 Á, siempre hemos atribuido el tamaño uniforme a que el volumen

de elución de los agregados está en el límite de exclusión de la columna. Sería muy

interesante inyectar estas muestras a una columna con un intervalo de resolución de masa

molecular mayor, para determinar si la especie A está formada efectivamente por especies

del mismo tamaño. Posteriormente sería interesante separar a la especie A por esta misma

técnica y determinar su contenido de estructura secundaria.
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Aunque la TbTIM ha resultado ser una enzima difícil de caracterizar, debido a la

irreversibílidad y agregación del proceso, las anteriores propuestas permitirían obtener más

información sobre el proceso de desplegamiento de la TbTIM.
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EL USO DE l-ANILINO-8
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IDENTIFICACIÓN DE INTERMEDIARIOS EN LA
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RESUMEN
La fluorescencia del l-anilino-8-naftalenosulfonato
(ANS) es dependiente delapolaridad del ambiente,
incrementándose conformelapolaridad disminuye. El
aumento enlaintensidad delafluorescenciadel ANS al
unirse a regiones hidrofóbicas durante estudios de
desnaturalización y renaturalización deproteínasm
viíro ha permitido evidenciar la presencia de interme-
diarios que no tienen un empaquetamiento rígidoen el
interior déla proteína. Estos intermediarios se conocen
comoglóbulosfimdidosysehan encontrado en laruta
deplegamiento de muchas protemas globulares.

PALABRAS CLAVE: ANS, glóbulomndido,fluo-
rescencia, proteínas globulares, desnaturalización,
renaturalización.

ABSTRACT
Euorescenceofl-anilÍno-8-naphtalenesulfonate(ANS)
depends on the polarity of theenvironment, increasing
astíjepo]aritydimÍnishes.TheinCTeaseinfluorescence
mterisityofÁNSboundtohydrophobicregionsduring
denaturationandrenaturationstudiesofproteinshasled
totheidentifícationoffoldingintermediatesthatlack
rigid packing at the center of the molecule. These
intermediarystatesareknownasmoltenglobulesand
have been found in many folding routes of globular
proteins.

KEY WORDS: ANS, molten globule, fluorescence,
globularproteins,denaturation,renaturation

INTRODUCCIÓN
Para ser biológicamente activas, las proteínas deben
adoptar una estru ctura tridimensional única, quecons-
tituyesu conformación nativay funcional. Laadopción
de esta conformación ocurre durantey después de la

síntesis de las mismas en los ribosomas, In vivo,
algunos pasos del plegamiento son catalizados por
proteínas como la peptidil cis-trans isomerasa o la
isomerasa de disulfuros, y por las chaperoninas, que
evitan laagregaciónirreversible en condiciones extre-
mas. Sin embargo,m vitro, es posible Ilevaracaboel
plegamiento de proteínas pequeñas y globulares sin
informacióno energíaadicional, modificandosolamen-
te las condicionesdel disolvente.

Siguiendo los cambios en actividad catalítica,
dicroísmo circular (DQ.lafluorescenciaintrínsecao
extrínseca, esposibleseguir los cambios conformario-
nal esdurante la desnaturalización deunaproteínaal
aumentar la temperatura, presión, concentración de
solutoso bien modificando el pH. Cuando las condicio-
nes fisicoquímicasdel disolventeregresanalas fisiológi-
cas se recupera la conformación nativay la función de
la proteína.Esto indica que enlaconfonnaciónnativa,
lasinteraccionesentrela secuenciade aminoáddosy el
ambiente que los rodeajueganunpapel determinante.

Si tomamos en cuenta el número de conformacio-
nes posibles que puede adoptar una cadena
polipeptídica, este número es tan grande, que el tiempo
en que unacadenapolipeptídicaadoptaríasu estructura
nativa explorando al a2ar todos estos confórmeros
sería mayorala edad del universo (1). A pesar deesto,
lasproteínas se pliegan en períodos de milisegundosa
segundos. Esta observación se conoce como lapara-
dojadeLevinthal, quien en 1968, sugirió laexistencía
de rutas preferenciales de plegamiento. Esto llevó a
proponer la existencia de intermediarios cinéticamente
accesibles, estados transitorios que de algunamanera
"dirigieran" la ruta deplegamiento délas proteínas. Si
eslos estados existierany fuera posibleestablecersus
estructurasy energías, se podrían determinar los facto-
resque guían el plegamiento porrutas productivas. Los
estu dios sobre intermediarios enel plegamiento délas
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proteínas después de 1988, indican que existen confor-
maciones llamadas "estados desnaturalizados com-
pactos". De estos estados los más conocidos son los
"molten globules" o glóbulos fundidos.

ELGLÓBULOFUNDIDOYLAIMPORTANCIA
DEUN INTERMEDIARIO EN LOS ESTUDIOS
DEPLEGAMDENTODEPROTEÍNAS
El glóbulo fundido es una conformación con mucha
estructurasecundaria, sin interacciones terciarias fijas.
E§ta conformación presenta los grupos aromáticos
expuestos al solvente, un alto grado decompactación
pero sin empaquetamiento rígido en el interior de la
molécula y un incremento en las fluctuaciones délas
cadenas laterales. Este tipo de intermediarios se acu-
mulan en los primeros estadios del plegamiento de
muchasproteínas, loquesugierelaexistenciadeun ruta
cinéticageneral en esteproceso.

Una consecuencia importante de la adquisición de
estas conformaciones transitorias es que se limita el
número de éstas queunacadenapoHpectídica puede
tener, para conducir, de una búsqueda azarosa de
conformaciones hacia estructuras energéticamente
accesibles.

Los métodos quepueden utilizarsepara caracteri-
zar la conformación de estos intermediarios que se
fonnanenlafase más rápida del plegamientoílO-^) son
pocos, aunquese tienen resultados de dicroísmo circu-
la?, espectroscopiaderesonanciadel espín del electrón
{eléctronspin resonancespectroscopy)y resonancia
magnética miel ear(NMR). El objetivo deestarevisión
es resumir algunos resultados sobre el uso de una
pruebamássimpleparaevidenciary caracterizarinter-
mediariosconformacionales de plegamiento de proteí-
nas como el glóbulo fundido.

ELUSODELAFLUORESCENCIAENEL
ESTUDIODEPLEGAMIENTOpEPROTEÍNAS
Lamedicióndecambios en laintensidad de fluorescen-
ciaesuna de las técnicasmás utilizadas para proveer de
¿tformación cinética y termodinámicaenlos estudios de
transición demaaomoléculas. Esto se debe principal-
mente a que lasensibilidad déla fluorescencia permite
realizar estudios con concentraciones micromolares o
menores de la molécula a estudiar.
- Losfluoróforosusadosenbioquímicapuedenser

intrínsecos (comolosresiduosde triptofanosdelamis-
maproteína) oextrínsecos (moléculas que al estar en
contacto con laproteína presentan cambios en la inten-
sidad desu fluorescencia). Losfluoróforos extrínsecos,

pueden unirsecovalenteonocovalentementealamo-
léculadeinterés.Lafluorescenciareflejalasinteracciones
del fluoróforoconlasmoléculas circundantes, especial-
mente aquellas presentes durante el estado excitado.
La fluorescencia es muy sensibley varios parámetros
de ésta como la lmáx (longitud de onda de máxima
emisión), la intensidad de fluorescenciay lavida media
pueden ser afectados de diferentes maneras.

UNAPRUEBAEXTRÍNSECAPARA
ELPLEGAMIENTODEPROTEÍNAS
El fluorófoioextrínseco l-amlino-8-rtaftalenosulfonato
(ANS)(Fig.l)presentaunabandadeabsorciónmáxi-
maentrelos270y360nm. Al absorberluz, la molécula
del ANS pasa de su estado basal al excitado. En este
estado, el momento dipolar del ANSesmuchomayor
queen el estado basal y por lo tanto la interacción del
ANSconlasmoléculasquelorodean es diferente déla
queexist ía antes de la absorción. La reorientación y la
transferenciadeenergíaalas moléculas vecinas permi-
te que el ANS vuelva poco apoco a su estado basal.

Figura 1. Estructura <Jc1 l-anilino-S-naftalcno sulfonalo.

La fluorescencia del ANS presentauna dependen-
cia de la polaridad del ambiente. Esta característica se
ha demostrado para varios alcoholesy paramezclasde
aguayetanol.Hespectrodeemisióndelafluorescenda
del ANS se mueve hacialongitudesde onda menores,
y laintensidad delafluorescenciaaumentarnientraslos
disolventessoncadave2menospolares,^x>rejemplo,en
laFig. 2 se muestracomo laintensidad déla fluorescen-
cia aumenta mientraslapolaridad del mediodismmuye
enelsiguienteordendedBolventes:etitenglicol,metanol,
n-propanol, n-butanol y n-octanol). En porcentajes
diferentes de etanol mezclado con agua se observa el
mismocomportamiento.(Fig.2)

El ANS se empezó a relacionar con la estructurade
las proteínas cuando se reportó quela fluorescencia
mínimadel ANSseincrementabacuando este fluoróforo
seuníaaalbúmina de suerode bovino. Posteriormente,
seutilÍ2ÓalANSenlaunióndeapoproteínas.Lubert
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Figura 2. Espectro de emisión de fluorescencia de HHMdcANS
en diferentes alcoholes. La intensidad de fluorescencia súmenla
y el máximo de emisión semueve hacia el azul (de 480 a 450nm)
mientras la polaridad del disolvente disminuye en el siguiente
orden: clilenglicol (Eg),mctanol (M),ctano! (E), n-propanol (P),-
n-bulan-?] (B) y n-octanol (O) (Strycr,1965).

Stryer, en 1965, publicó un extenso trabajo sobre la
uitíónde ANS alaapohemoglobinay alaarx>mioglobina
bajo la suposición de que este fluoróforo se unía a
regiones hidrofóbicas y que las interacciones entre el
hemo y la globina eran de naturaleza nopolar (2). Sila
hipótesis de que la región de unión del hemo es
hidrofóbíca es correcta, el ANS debería de formar
complejos con ella.

De este trabaj o se desprendieron varias observa-
ciones como son: la estequiometría 1:1 de ANS-
apoproteína,eldespla2amientodeIANSporunióndel
grupo hemo y la identificación délascaracterísticasde
la fluorescencia del ANS en ambientes con diferentes
polaridades. Pero sobretodo, se hicieron dos obser-
vaciones importantes: la primera es quelaafinidad del
ANS por la apoproteína disminuye notoriamente apH
5,loqu¿ significa que apHs ácidos elsitio de unióna
ANSse pierde, yaque laproteína se encuentra desna-
turalizada y no existen regiones hidrofóbicas en la
proteína que lo unan. La segunda es que se propone el
uso de esta molécula para detectar cambios en la
estructura terciariaycuatemaria de las proteínas, que
afecten la accesibilidad de regiones nopolares.

El uso de ANS en estudios estructurales se exten-
diócuandoseobtuvoeldímerodelANS,ellflbis(4-
aiúlino-5-naftalenoácJdodisulfónico)obis-ANSyse
comprobó que las propiedades espectroscópicas de

estamoléculasonsimilaresalasdelcompuestooriginal
yque la afinidad por la albúmina de suerodebovino es
dosórdenesdemagnitudmayorqueladeIANS(3).Se
considera que el bis-ANS, al igual queeí ANS es una
molécula que se une a superficies hidrofóbicas de
proteínas. E! bis-ANStienetinafluorescenciamínima
en ambientes polaresysu emisión aumenta considera-
blemente en ambientes no polares. Se usa de manera
indistinta con el ANS, en estudios de cambios
confbrmacionalesenlasproteínas.

Esteúltimocompuestosehausado para seguirla
desnaturalización y renaturalización reversiblede la
chaperonína GroES. Por medio de anisotropía de
fluorescencia, fluorescencia intrínseca, velocidad de
sedimentaciónyunióndebís-ANSseobservóquela
desnaturalización conureaylaienaturalizacióndeesta
proteína esun proceso reversibleyespontáneoque no
requierede otras proteínas para que GroES se pliegue
asu estado nativo y recuperesu actividad(4).

LAS PRIMERAS EVIDENCIAS SOBRE LA
EXISTENCIADELGLÓBULO FUNDIDO
Las primeras evidencias sobre la existencia de un
glóbulo fundido seobtuvieron desnaturalizandoproteí-
nas globulares con concentraciones crecientes de clo-
ruro de guanidina(Gu-HCl). Los espectros deDCen
laregióndelUVlejano,mostrabanIaexistendadeuna
estructura semejanteala nativa, yporotro lado, en la
región del UVcercano,una estructura semejante a la
desnaturalizada. Estosugería la existenciade interme-
diarios estables, parcialmentedesnaturalizados, con un
ambiente poco simétrico para los grupos aromáticos,
perocon estructura secundaria comparable a la confor-
mación nativa Estudiosposterioresconci-lactalbumina
mostraron que estos intermediarios podían obteneise
usando concentraciones moderadas del desnaturalizante
GdnHCl, a pH ácido moderado o aumentando la
temperatura. La conclusión de estos trabajos, fue que
lasa-lactalbúminas tanto de humano como de bovino,
presentan formas intermediasa la nativa y a la desnatu-
ralizada (5).

Seobtuvieronresultadosigualesparaotras proteí-
nas como ía anhidrasa carbónica y el citocromo C,
entre otras. Se propuso que la estabilidad del estado
intermediario compactooglóbulorundido,sedebíaa
las interacciones hidrofóbicas de la molécula, loque
llevó a utilizar sondas conocidas capaces de unirse a
regiones hidrofóbicas para que se uníeranaías regiones
hidrofóbicas de las proteínas en el estado de glóbulo
fundido. Algunosdelos es ludios con diferentes protef-
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nasqueidentificanla existenriadeun glóbulo fundidoy
las técnicas utilizadas se explican a continuación y se
encuentran resumidas, junto con los resultados obteni-
dos, en la tabla I.

Experimentos realizados con la anhidrasa carbónica
deeritrootosdebovinOjinostrarone] incremento de la
fluoresceodadelamoléculadelANScuandoseuníaa
lacadenapolipeptídicadurantelarenaturalizacióndela
proteína. Se observó que el ANS seunía débilmente
tantoala proteína desnaturalizada comoalaproteína
natívaenun ti empomenor a lms. Esto sugiere queel
incremento en laíntensídad de fluorescencia del ANS
durante la renaturalización de la proteína, refleja la
cinética de formación de los núcleos hidrofóbicos(6).

Las curvas de intensidad de fluorescenciadel ANS
corita tiempo muestran dos etapas (Fig.3). En la
primera, laintensidadde fluorescencíaaumentarápida
y simultáneamenteal proceso de compactación (medi-
do por DC), lo cual sugiere que se forman núcleos
hidrofóbicos en el mismo tiempo. En la segundaba
intensidad de fluorescencia disminuyey esto aparente-
mente se debe a la desolvatación de los núcleos
hidrofóbicos por formación deuna estructura nativa
rígidacon interacciones terciarias estables. Apartir de
estos trabajos el aumento en la intensidad de fluores-
cencia del ANS se utilizó como una prueba que
evidenciaba laexistendade] glóbulo fundido.

Por otro lado, estudios con laanhidrasa carbónica
y otras proteínas muestran que si se sigue la intensidad

• * - • : ,

Tiempo ls¡

Figur«3. Renaturalización de la anhidrasa carbónica. Intensidad
de fluorescencia del ANS contra tiempo durante el proceso de
«naturalización de la anhidrasa carbónica. Se observan claramen-
(e dos etapas: en la primera, que representa los primeros segundos
del proceso de «naturalización, se observa que la intensidad de
fluorescencia aumenta rápidamente (y corresponde al proceso de
compaelacíón medido porDC(6)). Es en esta etapa cuandosc han
formado núcleos hidrofóbicos capaces de unir al ANS. La segunda
etapa inicia donde se interrumpe la escala. A estos tiempos
largos,la intensidad de fluorescencia del ANSdisminuyc, indican-
do qucia proteína renaturalizada que se encuentra ahora en estado
nativo no une ANS va que sus núcleos hidrofóbicos no están
expuestos.

de fluorescencia del ANS cuando se aumenta una
condición desnaturalizante como elpH o la concentra-
ción de cloruro de guanidina, es muy claro quelas con-
formaciones nativa y desnaturalizada no unen ANS
(Fig.4). Avalores pequeñosomuyaltosdedesnarura-
lizanteJaintensidaddefiuorescentiadelANSesmíni-
ma. Sin embargo, a concentraciones intermedias de
desnaturalizante, enlasquese favorece la existencia o
formación demtermediarios,lafluorescenciaseincre-
mentasignificativamente. Laexistenciadeeste máximo
deemisión en la fluorescencia del ANS ai desnaturalizar
algunas proteínas, indicaque en esas condiciones se
acumulan configuraciones transitoriascon caracterís ti-
cas semejantesalas de un glóbulo rundido (7).

pH CGu.HC,(N)

Figura 4. A. Cambio en la intensidad de fluorescencia a 480 nm
dc250mMdcANSlibrc(O)ycnprcscnciadcanhídrasacarbóniC8
de bovino(«)al aumentar el pH. B. Cambio en la intensidad de
fluorescenciadelaanhidrasacarbónica de bovino (*), la anhidrasa
carbónica de humano (®) y la fJ-faclamasa de Staphylococcus
aureus (O) al aumentar la concentración de cloruro de guanidina
(Gu-HCl).Obs¿rvcse como a bajas y altas concentraciones de
desnaturalizante (presencia de estado nativo y desnaturalizado respec-
tivamente), los valores de intensidad de fluorescencia del ANS son
pequeños. El pico de intensidad refleja la presencia de conformaciones
intermediarías que unen favorablemente ANS (7).

ALGUNOS EJEMPLOS DEL USO DEL
ANS EN ESTUDIOS DE PLEGAMIENTO DE
PROTEÍNAS
UnodelostrabajosmáscompletosqueutilizaelANS
para caracterizar un estado intermediario y cambios
conformacionales en las proteínas eselqueutilizóala
P-lactamasa de Staphylococcus aureus, la o>
Íactalbúminadehumano,lap-lactoglobulinadebovi-
no, la fosfoglicerato cinasa de levadura, así como la
anhidrasa carbónica de bovino (CAB). En la
«naturalización deestas cinco proteínas se observaron
dos fases: la formación de un glóbulo fu ndí do, seguida
de la transición al estado nativo. La formación del
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glóbulo fundido corresponde al máximo de fluorescen-
ciay a la formación deun núcleo hidrofobia) (8). La
velocidad del incremento en la fluorescencia del ANS
es igual a la velocidad de compactación de estas
proteínas medida por otrasmetodologías.

Estudios previos con fS-lactamasa, caracterizan
dos estados intermediarios con propiedades semejan-
tesalglóbulofundidobajocondicionesdepH diferente
yalta concentrad óndesal. En este trabajosesiguió la
desnaturalización de la p-lactamasa entre pH 2.5 y
11.5 en baja fuerza iónica. La desnaturalización se
siguióporDCenelUVcercanoylejano.asícomopor
fiuorescenciadelostriptofanos.Seencontróunprimer
intermediario (llamado "A") en condicionesdealta
fuerza iónica y bajo pH. Este in tennediario posee una
estructura secundaria semejante a la conformación
nativa pero una estructura terciaria "desordenada".
Con alta fuerza iónicay pH alcalino, se encontró otro
intermediario (llamado "B").Este estado es compacto
pero másexpandido que el estado nativo. Aunque"A"
se agrega con gran facilidad, "A" y "B" unen ANS
fuertemente, mientras que los estados nativoy desna-
turalizado no lo hacen. Esto sugiere que "A" y "B"
presentanunincrementoensusuperficiehidrofóbica
expuesta y accesible al solvente.

Los resultados obtenidos en combinación con
DCy fluorescencia intrínseca permiten concluirque
las interacciones hidrofóbicas tienen una gran impor-
tanciaen la formación de estos estados intermedia-
rios y el ambientede lostriptofanos es más hidrofóbico
que en el estado nativo. "B" no muestra el pico a 250
nm característico, obtenido porDC en el U V cerca-
no, que corresponde a la ionización délas tirosinas
déla cadena, lo que indica que el ambiente de éstas
es hidrofóbico. Este trabajo no solo reporta la
existencia deun glóbulo fundido, odos estados con
características semejantes a éste, sino que señala la
importancia de las interacciones hidrofóbicas en la
formación de estos dos estados a partir del estado
desnaturalizado, así como en la transformación al
estado nativo (9).

EnUra proteína, lalisozima, el usode fluorescencia
intrínseca, de un inhibidor competitivo unido a una
sonda fluorescente (paramonitorear el desarrollo de
los cambios conformacionales del sitio activo), así
como el uso del ANSylacomparacióncon resultados
obtenidos porDC en el UV cercanoy lejano, NMR e
intercambíodeuterio-hidrógeno permitieron monitorear
estos cambios tanto del núcleohidrofóbícocomolas
interacciones entre los dos dominios.

15

Los resultados que se obtuvieron señalaron que
ocurreun colapso hidrofóbico en las especies quese
forman durante los primeros milisegundos de su
renaturalización y quepueden observarsedosinterme-
diarios. El primero, parcialmente colapsado, con es-
tructura secundaria pero sin interacciones terciarias
estables. El segundo, conunaestructura con el dominio
de hélice a estable pero el dominio p* inestable y
fluctuante. El empaquetamiento laxodelos estados de
glóbulo fundido favoreció la unión de ANS y el
intermediario déla fase temprana presentó mayorunión
a ANS que el intermediario déla fase tardía (10). En
otros trabajos se ha caracterizado la estabilidad
conformacíonal del glóbulo fundidoyel estado nativo
en elcitocromoCdecaballoy ladihidrofolato reductasa
de£. coli. En ellosse detectó tambiéneldesarrollode
superficies no polaresduranteel plegamiento por incre-
mento delafluorescencia del ANS en losprimeros5
milisegundos,queindicaqueelprimerintermediario
detectabletienesuperficieshidrofóbicascapacesde
unir estamolécula (11).

La caracterización del glóbulo fundido de la
glutaminií-tRNA sinletasa de E.coli por
desnaturalización con ureamuestra la existencia de este
intermediario abaj as concentraciones de esteagente.
La fluorescencia en el estado nativoes igual al control
de ANS en ausencia de proteína. A 2 M de urea, la
fluorescencia del ANS aumenta hasta un máximoy va
d¡sminuyendoa3.5Mdeurea(12).

Una de las incertídumbres que presentaba el uso de
ANS eraquelainteracción fluoróforo-proteínapudiera
deberse no sólo a los gruposhidrofóbicos de la proteí-
na, sino también a fuerzas electrostáticas (ya que el
ANS tiene un grupo sulfonilo), o a que la molécula
pudieraunirseagruposhidrofóbicosindividualesque
no están involucrados en un grupo hidrofóbico ocon
estructura secundaria. Esto seaclaró permitiendo que
el ANS se uniera a homopolipéptidos sin cadenas
laterales hidrofóbicas como el poliácidoglutámicoyla
polilisina. Elprimeromostróunaoonfonnación "alazar"
apHneutroy alcalino.(condic¡ones en que tienen carga
negativa). La polilisina (cargada positivamente a pH
neutro y ácido) presenta esta misma estructura. El
seguimiento de la fluorescencia del ANS al unirse a
estos homopol ipéptídos mostróque la fluorescenciano
dependedelapresenciadegrupos cargadosposiüvao
negativamente. La polilisina en conformación de hélice
a no presenta gran afinidad por el ANS, pero en
conformación de [3 plegada sí une ANS con mayor
afinidad. Estos resultados mostraron que ni laconfor-
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madón "alazar"ni ladehéliceapresentanuniónpor
ANS, mientras que la estructura de|3 plegada, por ser
más hidrofóbica, une ANSaúnenausenciade cadenas
lateraleshidrofóbicas (7).

CONCLUSIONES
El plegamíento délas proteínas aparta de una secuen-
cia primaria hasta una estructura tridimensional con
actividad catalítica, es unodelos problemas de mayor
interés para la bioquímica. La inmensa cantidad de
conformaciones que potencialmente podría adoptar
una proteína y el tiempo real en quesucede el proceso
de plegamiento eliminalaposibilidad de que éstesea al
azar. Se ha propuesto entonces, que este proceso de
plégamientoestédirigidoyqueexistan intermediarios
cinéticamente accesibles. Por lo tanto, laidentificación

de los glóbulos fundidos durantela renaturalizaciónde
una proteína es muy importante.

Aunque no se conoce exactamente porqué el ANS
fluoresce al unirse a las regiones hidrofóbicas, esta
molécula tiene las características espectroscópicasy el
comportamiento en diferentessolventespolares quelo
hacen una prueba fluorogénica excelente deunión a
este tipo de regiones. El aumento en laintensidad de
fluorescencia al unirse a intermediarios parcialmente
plegados, así comolafluorescenciamínimaal unirse al
estado nativo o desnaturalizado, permitieron concluir
que la medición de los cambios de fluorescencia del
ANSconstituyeunapruebasencillapara identificar
intermediarios con las características de un glóbulo
fundido. El ANS o el bis-ANS, también han servido
para identificar cambios conformacionales en los que
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existe un estado de glóbulo fundido conuna función
biológica. Un ejemplo de esto es la proteína
simportadoradeD-galactosa-H+ doE.coli. El azúcar
provoca un cambio conformacional en la proteína
simportadora en el momento de ser transportada; el
aumento en la fluorescencia del ANS observado hace
pensar que durante el transporte, la proteína adquiere
la conformacióndeglóbulo fundido (13). Otros ejem-
plos son la liberación de retinol por la holo-RBP
(proteína de unión a retinol)(14), que involucra un
estado parecido al glóbulo fundido en la proteína
cuandoliberaestamolécula,ylaumóndelvirusdela
influenza alosTeceptores de superficie délas células
hospederaspor mediacióndela hemaglutinina, la cual
presenta un estado con características semej antes al
glóbulofundidoalmediarestainteracción(15).EIuso
del ANS ha demostrado que el glóbulo fundido no es
sólo un intermediario que aparece in vitro en los
estudios de desnaturalización y renaturalización de
diferentes protemas, sinoqueprobablemente, también
se trata de un intermediario funcional importante en
algunos procesos biológicos.
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The unfolding of triosephosphate isomerase (TIM)
from Trypanosoma brucei (TbTIM) induced by guani-
dine hydrochloride (GdnHCl) was characterízed. In
contrast to other TIMs, where unfolding is a two or
three state process, TbTIM showed two intermediates.
The solvent exposure of different regions of the pro-
tein in the unfolding process was characterízed spec-
troscopically with mutant proteins in which trypto-
phans (W) were changed to phenlylalanines (F). The
midpoints of the transltlons measured by circular di-
chroism, intrinsic fluorescence, and catalytic activity,
as well as the increase ih l-aniline 8-naphthalene sul-
fonate fluorescence, show that the native state was
destabi^zed in the W12F and W12F/W193F mutants,
relative to the wild-type enzyme. Using the hydrody-
namlc profíle for the unfolding of a monomeric TbTIM
mutant (RMM0-1TIM) measured by size-exclusion
chromatography as a standard, we determined the as-
sociation state of these intermediates: D", a partially
expanded dimer, and M*, a partially expanded mono-
meric intermedíate. High-molecular-weight aggre-
gates were also detected. At conccntrations over 2.0 M
GdnHCl, the hydrodynamic properties of TbTIM and
RMM0-1TIM are the same, suggesting that the dimeric
intermedíate dissociates and the unfolding proceeds
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through the denaturation of an expanded monomeric
intermedíate. The analysis of the denaturation pro-
cess of the TbTIM mutants suggests a sequence for the
gradual exposure of W residues: initially the expan-
sión of the native dimer to form D* affeets the envi-
ronments of W12 and W159. The dissociation of D* to
M* and further unfolding of M* to U induces the expo-
sure of W170. The role of protein concentratíon in the
formation of intermediates and aggregates is dis-
cussed consideríng the irreversibility of this unfolding
prOCeSS. C 200Z Elscvicr Science (USA)

Key Words: triosephosphate isomerase; folding inter-
medíate; site-directed mutagenesls; tryptophan; fluo-
rescence; spectroscopy; circular dichroism; size-exclu-
sion chromatography; aggregation; irreversibility.

Protein folding studies involve the thermodynamic,
kinetic, and structural characterization of the native,
unfolded. and intermedíate states of proteins. These
states have been studied by protein engineering and
biophysical techniques (1, 2). Unfolding transitions in-
duced by urea, guanidine hydroch'.oride. (GdnHCl},
temperature, or pressure have been used to estímate
the conformational stability of proteins (3). The revers-
ibility of these reactions is a necessary requirement for
the thermodynamic analysis of the folding process.

Although many proteins are oligomers, most dena-
turation studies have been performed with monomeric
proteins. Oligomeric proteins tend to have more com-
plex denaturation processes, in which precipitation
and/or aggregation lead to partial or complete irrevers-
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ibility of the process (4-6). Aggregation is frequently
preseni1 in both in vjtro and in vivo folding and in-
creases at high protein concentrations. It has been
reported for human carbonic anhydrase II (7) and
staphylococcal nuclease (8), among others, that protein
aggregation is assodated with the presence of partially
folded intermediates (9). Homodimers such as triose-
phosphate isomerase (TIM)3 are the simplest models of
oligomeric proteins. TIM catalyzes the interconversion
of D-glyceraldehyde 3-phosphate and dihydroxyacetone
phosphate in the glycolytic pathway. The catalytic
properties of TIM have been studied in detail and the
enzyme has been considered a perfect catalyst (10).
The three-dimensional structure of TIM from 11 spe-
cies has been reported, including the TIM from pro-
karyotes (11-15), unicelluíar eukaryotes including sev-
eral parasites (16-20), and multicellular eukaryotes
including man (21, 22). The tertiary folding pattern of
TIM is the prototype of the a//3 barrel structure. Each
monorr.gr is approximately 250 residues long and con-
tains a complete active site, located near the interface
shared by both subunits. These subunits associate
through noncovalent interactions and the enzyme is
active only in its oligomeric state (23-29). All the wild-
type (wt) TIMs studied so far are homodimers, with the
exception of those from Pyrococcus woesei and Meth-
anothermus fervídus, which are homotetramers (30).

A variety of spectroscoplc techniques have been used
to characterize the unfolding of homologous TIMs. In-
trinsic fluorescence of the protein has often been used
to follow the exposure of aromatic residues that occurs
during the dissociation and/or unfolding induced by
urea (28, 31-33) or GdnHCl (32-36). All the TIMs used
in these studies are enzymes with múltiple trypto-
phans (W). These residues can be used as very sensi-
tiva probes to monitor conformatíonal changes in pro-
tein folding, but the presence of more than one W
residue gives información on the average properties of
diiferenc reglons of the molecule and limits the inter-
pretation of fluorescence data. Sometimes, this limita-
tion can be solved by replacing W residues with other
aromatic but less fluorescent amino acids, i.e., phenyl-
alanine (F) or tyrosine (Y) (37).

5 Abbreviations used: EDTA. elhylenedlaminetetraacetic acid;
DTT, dlthiothreitol; TED, buffer contalnlng triethanolamine, EDTA.
and DTT; ANS, 1-aniline 8-naphthalene sulfonate; CD, circular dl-
chroism; SCM, spectral center of mass: IF, intrlnsic fluorescence:
SEC-FPLC. sIze-exclusión chromatography-fast pressure Uquid
chromatography; TIM, triosepriosphate Isomerase, TbTIM and
yTIM, trióse phosphate ¡somcrasc from Trypanosoma brucei and
yeast. respectlvely: W12F, W159F. and W12F/W193F. mutanis of
TbTIM in whlch tryptophans 12,159. and 12 and 193aresubstltuted
by phenylalanine, respectively; wt, wild type; R< Siokes radlus; F,
phenylalanine; W, tryptoplian: A, aggregates; D, native dimer; D*,
partially expanded dlmer; M*, monomeric Intermedíate; U, unfolded
monomer.

The structure and characterization of dimeric and
monomeric mutants of TIMs from Trypanosoma brucei
(TbTIM) have been studied (25-27. 29), but there are
no reports dealing with wt TbTIM unfolding. TbTIM
has five W residues at positions 12, 90, 159, 170, and
193. In this work. the denaturation induced by GdnHCl
of wt TbTIM and the W12F and W12F/W193F mutants
was studied. The transitions were followed by intrinsic
fluorescence, circular dichroism, catalytic activity,
1-anilíne 8-naphthalene sulfonate (ANS) binding, and
size-exclusion chromatography (SEC). One of the de-
signed mutants (W12F/W193F) has the same number
of Ws as TIM from Saccharomyces cerevisiae (yTIM)
and in equivalent positions. This allowed a comparison
by intrinsic fluorescence, of the denaturation pattern of
yTIM and TbTIM. In addition, the single mutants
W12F and W159F were constructed to analyze the
contribution of these Ws to the fluorescence spectrum
of the native protein. Analysis of the fluorescence data
obtained for the three mutants provided information
on how the different regions of TbTIM are exposed
during the unfolding process. In addition, we show that
in GdnHCl, TbTIM follows a complex and irreversible
denaturation process that involves dimeric and mono-
meric intermediates that are prone to aggregation. The
high-molecular-weight aggregates detected by SEC-
fast pressure liquid chromatography (FPLC) may ac-
count for the irreversibility of the transitions.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

TbTIM Gene
The TbTIM gene was a kind gift of Dr. P. A. M. Mlchels (Research

Utiit for Tropical Dfseases, ICP-TROP, Brüsséls, Belgium).

Construction of Mutant Enzymes
Substitución of W residues by F at positions 12, 1S9, and 193 was

achíeved by slte-directed mutagenesis with the polymerase chain reae-
tion (PCR) uslng the Exparid high-fidelity PCR system (Boehringer)
and the following forward and reverse oligonucleotides, respectively:
W12F mutant, 5'-ATCCCACCAGCCAACTTCAAGTGCAACCGC-3'
and 5'-GCCGTTGCACTTGAAGTTGGCTGCTGCGAT-3'; WI59F mu-
tant. 5'-CTGAAGAACGCTGACTTCGCCAAAGTTGTCATC-3' and 5'-
GATGACAACTTTGGCGAAGTCAGCCTTCTTCAG-3'; And WT93F
mutant, 5'-GCACTCATCCCCAGCTTCGTGAGCAGCAAGATT-3' and
5'-AATCTTGCTGCTCACCAACCTGCGGATGAGTGC-3'. For the
three mutants, the T7 promoter and T7 termlnator oligonucleotides
(Novagen pET System) were also used.

PCR produets were eloned In the pET3a vector and
BL21(DE3)pLysS cells (Novagen) were transformed with them.
Complete genes were sequenced. The double mutant W12FAV193F
was constructed as follows; pET3a-WI2F and PET3a-W193F were
dlgested uslng Kpríí and BamHl. In both plasmids, two fragments of
5161 and 490 bp wcre obtained. The fragments of 5161 bp from
W12F and of490bp from Wi93F were purified using the GencClean
system (Blo 101). These two fragments were llgated and used to
transform BL21(DE3) pLysS cells. Complete sequence of tliis con-
struction Minfirmed the mutation of residues W12 and W193 to F.

The monomeric mutant RMMO-1TIM was obtained using a tii-
rected evolution scheme over the MonoTlM gene (38). MonoTlM ts a
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monomeric tnutatit of TbTiM constructed by Wlerenga's group,
whcre a fragment of the interface reglón of TbTIM (1AKSGAFT-
GEVSLPI) was rcpiaced by a shorter and more hydrophlllc sequence
(GNADALAS) (26). RMM0-1TIM was obtained after randomization
of the MonoTIM gene and selcctIon for active mutants. RMM0-1TIM
had the following addltional substHutions S43P, T44A. and A179T;
behaved as a monomer; and had a /c,n[ 1 order of magnitude higher
than that of MonoTIM (38).

Overexpression and Purifícation of Recombinant
Proteins
BL21(DE)3 pLysS stralns expressing TbTIM and che three mu-

tants were grown at 37°C in Lurla-Bertanl médium supplemented
wich 100 p.g mL"1 ampiclllln and 34 ¡xg mL~' chloramphenicol. Cul-
tures were induccd at A^ - 0.8-1.0 by addition of ¡sopropyl-0-D-
thiogalactopyranoside at a final concern;ration of 0.4 mM. Growth
was contlnued overnlght. The puriñcation of TbTIM and the mutanls
was performed as deseribed by Borchert etal. (25). Due todlfferences
in the isoelectric point of TbTIM and the TIM from E. cotí, this
protocol eliminates the latter enzyme. SDS-PAGE of purified frac-
tions of TbTIM and the mutants showed a single band when stained
wlth.Coomasste blue or sllver. RMMO-1TIM was overexpressed and
purified as deseribed previously (38).

Protein Characterizatlon
Protein concentration of TbTIM and the mutants was determined

by the BCA protein assay (Pierce) and conflrmed by absorbance
measurements. The molar absorption coefficients calculated accord-
ing to Pace et al. (39) were e (280) (M"1 cm"') = 1.308 for TbTIM,
0.896 for W12F/W193F, and 1.102 for W12F and W159F.

TIM acclvity was foilowed by the change In absorbance at 340 nm
due to oxidatlon/reduction of NADH/NAD* In a coupled-enzyme as-
say at 25°C.
• Activitv.: ín the direction for glyceraldehyde 3-phosphate was mea-
sured at 25°C as deseribed (25). Reaction condítlons were 100 mM
triethanolamine, 10 mM EDTA, 1 mM DTT (TED 100/10/1), pH 7.4,
0.025-2.5 mM glyceraldehyde 3-phosphate, 5-10 ¿ig mL'1 a-glycerol-
phosphate dehydrogenase, and 0.2 mM NADH.

Fluorescence and Circular Dichroism Spectra
for TbTIM and the W12F, W159F, and
W12F/W193F Mutants

Native TbTIM and the three mutants were incubated at 25°C In
TED 20/1/1 (20 mM triethanolamine, 1 mM EDTA, 1 mM DTT), pH
7.4. at a protein concentration of 50 ;ig mL*'. Fluorescence spectra
were obtained after excitation at 295 nm (slltwidth = 1 mm) follow-
ing the emission from 310 to 400 nm (slitwldth = 0.5 mm) using an
ISS PCI photon counting spectroflu oróme te r (ISS, Urbana, IL). The
v.avelength of máximum intensity for all the native enzymes was 322
nm. Samples for circular dichrolsm (CD) spectra were prepared with
150^gmL"1ofTIMinl0mMphosphatebuffer, pH 7.4, andñltered.
CD spectra were obtained In an AVIV 62 HDS spectropo!arimeter,
using a 0.1 cm ce¡l at 25°C. Ellipticky was recorded from 190 to 240
nm, scannlng with a bandwidth of 1 nm and repcating five times.
Referente samples without protein were subtracted in all cases.
Protein clacentration was determined for the ftltered samples in
order to calcúlate the molar elllptlcity. Analysis of the a hellx content
of CD spectra was performed using the CDNN (40) and CDsstr (41)
programs.

GdnHCl Unfolding Experiments Monitored
by Fluorescence and Circular Dichroism

All denauirallon expcrlments were performed incubating 50 jig
mL"1 TIM at 25°C inTED 20/1/1, pH 7.4. for 48 h. Experimentallywe

found that at this time all measured signáis had a mínimum varia-
tion. Unless otherwise stated, 48 h wlll be refcrrcd to as the incuba-
tion time. CdnHCl concentration was Increased from 0 to 6.0 M. The
elliptlclty changes were monitored at 222 nm with the spectropola-
rimeter using 0.1-cm thermoregulated cells at 25°C. The corrcspond-
ing fluorescence measurements were made with the ISS spectroflu-
orometer at 25°C using an excitation wavelength of 295 nm (sllt-
width = I mm) and foüowing the emission at 322 nm (máximum
signal for the native enzymes). The spectral center of mass (SCM) of
each spectrum defincd as

SCM -

was calculated with the ISS software. In Eq. II] I{\) is the fluores-
cence intensity at wavelength A.

Reference samples at each denaturant concentration were sub-
tracted from all the experimental CD or fluorescence measurements.

ANS Fluorescence
Fluorescence measurements of ANS were performed as follows:

100 ftM ANS was added to each sample with or without protein
under exactly the same conditions mentioned above. Excitation
wavelength was 360 nm and the emission wavelength range was
400-560 nm. Reference spectra with ANS and without protein were
subtracted in al! cases.

Catalytic Activity Measurements of Samples
Incubated ín GdnHCl

The same samples used for spectroscopic measurements were also
used to measure catalytic activity. In order to avoid the effect of
denaturants on a-glycerol-phosphate dehydrogenase, the coupling
enzyme In TIM activity measurements. samples were diluted. This
dllution is also necessary because catalytic actlvlty measurements
are carried out at a concentration of 5 ng mL"1 (i.e., a concentration
10,000 times lower than that used in the denaturation experiments).
The protocol was as follows (33): TIM samples (50 fig mL"1) were
incubated In TED 20/1/1, pH 7.4. for the incubation time In GdnHCl
at different concentrations. Subsequently, samples were diluted to 5
¡íg mL'1 of TIM maintaining the original denaturant concentration
(step 1); thereafter samples were transferred to the cataiytic activity
médium (step 2) (2S). Measurements were performed with 5 ngmL"1

of TIM and less than 6 mM GdnHCl. These drastic changes In
denaturant and protein concentration should modlfy the Intercon-
version between native dlmer and intermedíales or unfolded forms of
the protein. The effect of step 1 on the fractlon of active molecules
was tested by modlfying both the length of the incubation from 10 s
Co 1 mln and the concentration of TbTIM from 1 to 10 j¿g mL"' in the
dilution step. and no significant effecc was noticeable (data not
shown). Regardlng step 2, the estimated reassoclation half-tlme Is in
the order of hours at the low concentratíons of TbTTM used for the
catalytic assays (42). if reassociation oceurred, it should be apparent
as a downward curvature of the readings durlng the catalytic assay
and dissociation should produce an upward curvature. However,
NADH oxidation measurements yielded stralght Unes Indicating
that significant reassoclation or dissociation dld not take place dur-
lng catalytic assays. Thesc observations support the idea that the
ratio between active and inactive molecules Is not perturbed durlng
the assay.

Reversibiiity Assays
Denaturation of TbTIM (2.0-5.0 mg mL"1) was performed inTED

20/1/1. pH 7.4. and Increaslng concentratíons (0 lo 6.0 M) of GdnHCl.
Samples were Incubated In denaturant at 25°C for the incubation
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lime. Thcreafter, tiie samples were dlluted inTED 20/1/5. pH7.4. lo
2-50 jig mL"1 TbTÍM and 60 mM GdnHCl and allowcd to renature
for 24 h. Flunresconce ¡nlensity and catalytlc actlvlty of che rena-
tured samples were determined as described above, except that ihe
excitation and emlssion wavelengths for the fiuorescence mcasure-
ments were 280 and 320 nm, respectively.

Size-Exclusion Chromatography and Stokes Radius
Determination

SEC was performed in an FPLC system (Pharmacia, Uppsala,
Sweden) uslng a Superdcx 75 column. Protein eiution was monitored
simultaneously following the absorbance al 280 nm (with a UV-MH
variable wavelength decector) and the intrinslc fluorescence (uslng a
Waters 474 scanning fhiorescence detector, exc I taitón wavelength
280, emlssion wavelength 320 nm).

Calibración. Stokes radii were calculated from clution volumes
and a ceí.ibration curve obtained as described by Uversky (44). The
proteins used for the constructlon of the callbratlon curve were
transferrin, bovine serum albumin, ovoalbumin, carbonic anhydrase,
chymotrypsinogen, myoglobin, ribonuclease, lysozyme, cytochrome c,
andlnsulin. One-hundred mlcroJiters of eachsample (2G¿igmL'' in
TED 100/10/1, pH 7.4, or in 6 M GdnHCl, TED 100/10/1, pH 7.4) was
injected into the Superdex 75 cotumn, prevlously equilibrated in the
buffer or buffer-GdnHCl solutlons respectiveiy, at a floW rate of 0.4
mL min"1. The callbratlon curve was constructed uslng the experl-
mentally determined elutlon volumes and the Stokes radil valúes
reported for these proteins In natlve and denaturing condttions (43).

In accordance wlth data obtained for a Superóse 12 column (43),
our data showed that the permeatlon properties of the Superdex 75
column are practically independent of denaturant concerttratlon;
thus, a single plot of mlgratlon rate (1000/ VJfr vs Stokes radtus tf?J
was used. The foHowing linear equation

1000/Ki = 1.493 J?, + 48.1 [21

fits the 30 fluorescence points uaed in che calibration curve with a
córrela t ion coefficient of 0.9734.

Experimental samples. One-hundred microtlters of TbTIM or
RMMO-fí.M (50 fig mL'1) incubated for 48 h at different GdnHCl
concentrations was Injected into the Superdex 75 column previously
equilibrated at the same concentration of GdnHCl and analyzed
according to the calibration curve.

Solvent Exposure and Distances between Tryptophan
Residues in TbTIM
Solvent-accessible surface áreas of W side chains were calculated

by means of the program NACCESS (Simón Hubbard. University
College, UK), an Implementatlon of the Lee and Richards algorithm
(44) usinga probé radlus of i.4 A and a slab wldth of 0-1 A. Valúes
of solvent exposure are expressed as percentages of the accesslbie
arca of the slde chain of the trlpeptide AWA in extended conforma-
tíon. The coordinates used for TbTIM were trióse of 5TIM (17). The
distantes between different W residues of 5TIM were measured
using the Swiss PDB Vlewer ver.3.7b2 program (EXPASY, SwlKer-
iand).

Calculation of Cv, Valúes
Cv. va!-.;es were calculated uslng ihe program Savuka ver. 5.12 (45)

dividlng AS for each transltion by A (cooperative factor), Both valúes
were calculated assumlng. a three-state model, since oniy two tran-
sitions were observed by CD, intrinslc of íluoresccnce (IF), or cata-
lytic aciivity; i-e., the transition of parlially unfolded dlmer co mo-
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FIG. 1. Spectroscopic properties of TbTIM and mutant proteins.
(A) Circular dichrolsm spectra of TbTIM (•), W12F (O), W12F/
WI93F (V), and W159F (•) ín 10 mM phosphate buffer pH 7.4. (B)
Intrlnsic fluorescence emission spectra of W12F (— — —). W159F
(- - -), W12F/W193F ( ), and TbTIM (—). Fluorescence spectra
were obtained at a concentration of 50 ¡ig mL"1 TIM in TED 20/1/1,
pH 7.4 (exdtation wavelength 295 nm).

nomeric intermedíate {transition of D* to M*. see Resulte) is not
clearly resolved from the unfolding of the monomerlc intermedíate
(transition of M* to D) by these techniques.

RESULTS

Cataiytic and Spectroscopic Properties of TbTIM and
the W12F, W159F, and W12F/W193F Mutants

TbTIM and the TbTIM mutants were purified to
homogeneity. SDS-PAGE analysis of all the proteins
showed a single 27-kDa band on gels stained with
either Coomassie blue or silver. The far UV CD spectra
of the native enzyme and the three mutants were very
similar (Fig. 1A). These spectra were also analyzed
using the CDNN (40) and CDsstr (41) programs. Both
methods of analysis indicated that TbTIM and the
mutants in their native state had markedly similar
secondary structures with an cv heiix content of 40.3%
for the wt enzyme and of 39.6, 39.8, and 37.8 for the
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TABLE I
Catalytic and Fluorescence Properties of TbTIM and Mutant Proteins"

Enzyme

TbTIM
W12F
W12F/W193F
W159F

Km (G3P) (mM)

0.20
0.34
0.65
0.28

k,a, (G3P) (min"1)

0.87 x 10*
0.76 x 10*
1.12 x 10s

1.07 x 10s

Posltion of remalning W

12. 90, 159, 170, 193
90. 159, 170, 193
90. 159, 170
12, 90, 170, 193

AmM (nm)

322
322
322
322

SCM1

336.7
336.8
337.3
336.7

" CatalyCic parameters were determined as described under Experimental Procedures. Fluoreseence parameters were detcrmined from
spectra taken wlth excltatlon wavelength at 295 nm and emisslon wavelengths from 310 to 400 nm.

b SCM, spectral cencer of mass.

W12F, W159F, and W12F/W193F mutants, respec-
tively. The catalytic parameters are also very similar
in the mutants and in TbTIM (Table I), indicating that
no major changes occurred with the mutations.

The intrinsic fluorescence spectra of all four proteins
also exhibited the same Amax (322 nm) and a very sim-
ilar SCM (Tablel).

The intrinsic W emission spectra of TbTIM and the
three mutants are shown in Fig. IB. All the mutants
had W to F substitutions; therefore. in the absence of
quenching effects, a decrease in quantum yield should
be observed in all the mutants. Indeed, the fluores-
cence spectrum of W12F shows a 40% decrease in in-
tensity (at AmJ, when compared with TbTIM (Fig. IB).
In contrast, the removal of asecond W in W12F/W193F
shows only a 20% decrease in intensity when compared
with TbTIM; i.e., the quantum yield of W12F/W193F is
higher than that of W12F (Fig. IB). This result sug-
gests that W193 is quenching a nearby W residue.

The percentages of solvent accessible surface área of
W residues in native TbTIM (5TIM (17)) are 0.2% for
W12, 2.5% for W159, 3.8% for W170, 9.5% for W90, and
18.6% for W193. The distances between CTJ* of W193
and CTJ2 of the other W residues in TbTIM are W193-
W12, 33.0 A; W193-W90, 20.2 Á; W193-W170, 22.3 A;
and tht; .íhortest distance calculated for the pair W193-
W159 is 6.1 Á. This points to W193 as a putative
quencher of nearby W159. In accordance, TbTIM and
the W159F mutant have essentially identical emission
spectra (Fig. IB), suggesting that W159 makes no con-
tribution to the intrinsic fíuorescence spectra of native
TbTIM due to the quenching effect of W193. This hy-
pothesis could not be corroborated with the W193F
mutant (where an increase in quantum yield should be
observed), because any atternpt to overexpress and pu-
rify the W193F mutant protein was unsuccessful. Fig-
ure 2 shows the location of the ñve W residues in
TbTIM.

GdnHCI-Induced Unfolding of TbTIM and the W12F
and W12F/W193F Mutants

Reversibility. Samples were incubated in GdnHCl
for 48 h. They were then diluted in buffer without

GdnHCl to allow renaturation, and 24 h later, their
catalytic activity and intrinsic fluorescence were deter-
mined (Fig. 3). At concentrations below 1.0 M GdnHCl
in the denaturation step, the reversibility of the un-
folding of TbTIM was nearly 100%. Between 1.0 and
2.0 M GdnHCl, catalytic activity and AmM were not
recovered; and finally, partial reversibility was ob-
served in samples incubated at higher concentrations
of GdnHCl (4.0 to 6.0 M) (Fig. 3). The percentage of
renaturation decreases as the protein concentration
increases from 2 to 50 ¿ig rmV1 (Fig. 3), suggesting that
aggregation takes place during the unfolding incuba-
tion period.

Circular díchroism. The unfolding of W12F, W12F/
W193F, and TbTIM after incubation for 48 h in
GdnHCl was followed by far UV CD. Changes in ellip-
ticity at 222 nm were used to determine the apparent
fraction of molecules in the native state (Fopp) (Fig. 4).
These patterns show nonmonophasic behavior, indicat-

170

FIG. 2. DlagramofamonomerofwtTbTIM showlng the posltion of
the uve W residues. W12, W90, and W170 are locatcd In loop 1, (3
strand <t, and the catalytic loop (loop 6), rcspectively, and are shown
in gray. W193 is in a hellx 6 and Is shown In black. This !ast residue
is exposed to solvent and quenches the fluorescence of W159 located
in a shorc 3|0 hellx befare /i strand 6. shown In Üghc gray. The
coordlnates for the dlagram were taken from the PDB ñle 5TIM (17).
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4 i 320
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Preincubation GdnHCI concentraron (M)

FIG. 3. Reversibility of trie unfolding of TbTIM. Recovery of cata-
lytic activlty and fluorescence Amo, as a functlon of GdnHCI prcincu-
batíon concentraüon. Catalytlc activlty (open symbols. dashed Unes)
and fluorescence A™, (closod symbols, continuous Une) were mea-
sured 24 h afterdenaturant dilutlon ofsamples incubated 48 h at the
Indicated denaturant concentrations (see Experimental Procedures).
Two different concentratlons of TIM were used: 50 /xg rnL"1 (circles)
and 2 /tg mL"1 (squares).

ing the presence of a folding intermedíate. Between 1.0
and 2.0 M GdnHCI changes In ellipticity áresmall; i.e.,
there is a plateau región in the CD signal. The CD
spectra of TbTIM without denaturant and of samples
incuba'fód in 1.2, 1.4, and 1.8 M GdnHCI were com-
pared using the CDNN (40) and CDsstr (41) programs.
This analysis shows that the a helix content decreases
by nearly 50% between 1.0 and 1.8 M GdnHCI. In the
case of the W12F and W12F/W193F mutants, the na-
tive state is destabilized with respect to the wild-type
protein, increasing the plateau between the two tran-
sitions. The Cv, valúes for the first transition are
smaller in the mutants than in wt TbTIM. In contrast,
the Oh valúes of the second transition are very similar
for the three enzymes, indicating that the more clear-
cut plateau región observed wlth the W12F and W12F/
W193F mutants results from the destabilization of the
native state (Table II).

ANS binding. ANS binding was also used to corre-
late the plateau región observed with CD with the
presence of an intermedíate. It has been reported that
ANS binds to folding intermediates that possess hydro-
phobic áreas exposed to solvent. The binding of ANS to
these intermediates is accompanied by a large increase
in its fluorescence quantum yield (46, 47). Figure 5A
shows ANS fluorescence in the presence of W12F,
W12F/W193F, and TbTIM, after 48 h of incubation
with different concentrations of GdnHCI. All the pro-
teins reached maximal ANS fluorescence at concentra-
tions that ranged between 1.0 and 2.0 M GdnHCI sug-
gesting the presence of at least one intermedíate; this
concentration range corresponds to the plateau región
detected by CD. In accordance, the range of denaturant

concentration where high ANS binding was observed
increased in the order TbTIM < W12F < W12F/W193F
(compare Figs. 4 and 5A). It is also noted that ANS
intensity is higher for W12F/W193F than for W12F
and TbTIM (Fig. 5A), suggesting the exposure of a
higher hydrophobic surface in the intermediate state(s)
for the W12F/W193F mutant or altematively a higher
fraction of molecules in this (these) state(s).

Catalytic activity. Catalytic activity was deter-
mined using a concentration of 5 ng mL"1 of TIM;
therefore, the samples used for spectroscopic measure-
ments (at 50 ¡xg mL"1) had to be diluted. A detailed
protocol was used (33) to determine the effect of dilu-
tion on the ratio between the native dirner and the
intermediates or unfolded forms of the protein (see
Experimental Procedures). Figure 5B shows the cata-
lytic activity of TIM after incubation of the proteins in
GdnHCI. In agreement with the data obtained by CD,
the W12F/W193F mutant loses its catalytic activity at
a lower concentration of denaturant (C% = 0.75 M)
than the W12F mutant (Ca = 0.82 M) or TbTIM (C* =
1.08 M) (Table II). Since catalytic activity of TIM has
been attributed to the native dimer (24), this result
indicates a decrease in the stability of the native state
in the W12F and W12F/VV193F mutants.

Intrinsic tryptophan fluorescence. In the absence of
denaturant, the fluorescence emission spectrum of Tb-
TIM shows a Amajt at 322 nm (Table I). The unfolding of
TbTIM produced a nonmonophasic shift in the SCM of
the emission spectra from 336.7 nm (in the absence of
•denaturant) to 358 nm (in 6.0 M GdnHCI), indicating
the complete exposure of W residues to the solvent

I L1..J I I I I I I I T 1 1. I A I I I A_l_j..i

0 1 2 3 4 5 6

GdilHC! (M)

FIG. 4. Far UV circular dichroism of TbTIM and mutant proieins
at different concentratlons of GdnHC!. T!ie apparcnt fraction of
native molecules {Fupl,) was calculated using the elllptlcity valúes aL
222 nm (02í¡) obtained for TbTIM (•). W12F (O), and W12F/W193F
(V) mutants and the equatlon F,,¡>(, = Yx - Yu/Yn - Yu. Mcasurc-
ments were inaetc at protein concentratlons of 50 ¿ig mL"1. after
incubation at different concentrations of GdnHCI for 48 h.

JAD]



UNFOLDING GF TR1OSEPHOSPMATE ISOMERASE FROM Trypanosoma bruce! 123

TABLE II
The Unfolding of TbTIM Followed by Different Techniques

Techniques D Í ? D ' [GdnHCl] m D* ±s 2U [GdnHCl) 1(2

Activity [GdnHCl] ,3"

CD[CdnHClU"

SCM [GdnHCl]!n*

Fluorescence Intensity at A,„„, [CdnHCl],*"

wt
W12F
W12F/W193F
wt
W12F
W12F/W193F
wt
W12F
W12F/W193F
wt
W12F
W12F/W193F

1.08
0.82
0.75
1.0
0.8
0.65
1.2
0.9
0.7
1.2

not detected
0.69

Not detectable

wt
W12F
W12F/W193F
wt
W12F
W12F/WI93F
wt
W12F
W12F/W193F

2.14
2.43
2.19
2.2
2.16
2.22
2.2
2.0
2.2

D* ±5 2M' 2M* 2U

SEC-FPL; wt 0-1.8 M wt 2.0-2.2 M wt 2.2-6.0 M

' C,n valúes (M) for catalytic activity (Flg. 5B), intrinsic fluorescence (Flgs. 6A and 6B), and CD data (Fig. 4) were calculated using the
program Savuka, versión 5,12 (45).

* Concentrador! ranges were obtained from Che data ln Flg. 7.

(Fig. 6A). The plateau región observed between 1.2 and
2.0 M GdnHCl shows a SCM near 346 nm for the three
enzymes. Just'as in the CD data, this plateau was more
evident for the W12F/W193F and W12F mutants than
for wt TbTIM and the Oh valúes for the first transition
measured by IF were not equai for the three enzymes
(see Table II). These observations suggest that al-
though the native state is destabilized by the W to F
mutations, the unfolding process for wt TbTIM and the
mutants is conserved.

The éffect of GdnHCl on the fluorescence intensity of
W12F, W12F/W193F, and wt TbTIM is shown in Fig
6B. The unfolding of the wt enzyme and W12F/W193F
mutant show two transitions. The Oh valúes calculated
using fluorescence intensity data are the same as those
obtained from the SCM data (Table II). On the other
hand, the first transition is not so evident in the W12F
mutant. In fact, the program used to analyze the tran-
sitions was unable to calcúlate its Q* valué. However,
Fig. 6B shows a small decrease in intensity (from 10 to
18% of the total change) between 0.6 and 1.4 M
GdnHCl that corresponds to the first transition. The
second transition in the W12F mutant is clearly ob-
served between 1.4 and 3.0 M GdnHCl and has a Cv,
valué of 2.0 (Table II). In the absence of denaturant,
the differences in intensity of fluorescence between wt
TbTIM and the W12F mutant should, in principie,
reflect mainly the contribution of W12.

A hyoothesis about the gradual exposure of W resi-
dues in increasing concentrations of GdnHCl is dis-
cussed below (see Discussion).

Hydrodynamic Properties

The unfolding patterns followed by CD showed a
plateau región at concentrations between 1.0 and 2.0 M
GdnHCl (Fig. 4), where a máximum in ANS binding
was also observed (Fig. 5A). These findings indicate the
presence of at least one folding intermedíate. In order
to explore the association state of the intermedíate,
SEC-FPLC experiments at increasing concentrations
of GdnHCl were carried out with TbTIM and with
RMMO-1TIM, a monomeric mutant of TbTIM (38).
This mutant was derived from the original monoTIM
(26; see Experimental Procedures).

The elution profiles of RMMO-lTIM show a single
elution peak at all the GdnHCl concentrations tested
(data not shown). On the other hand, the elution pro-
files of TbTIM showed a single elution peak only at
concentrations of GdnHCl lower than 0.9 M and higher
than 3.0 M. In contrast, more than one elution peak
was observed for TbTIM at intermedíate denaturant
concentrations (between 1.0 and 2.5 M GdnHCl) (see
below).

The elution volumes obtained and the calibration
curve described under Experimental Procedures were
used to calcúlate Rs valúes. Figure 7 shows the Rs of
TbTIM and RMMO-lTIM as a function of GdnHCl
concentration.

In the absence of denaturant, the Rs of the mono-
meric mutant RMMO-lTIM is 19.9 A (Figure 7, O). A
monophasic transition is observed between 1.0 and 3.0
M GdnHCl, the R3 for the unfolded monomers of
RMMO-1 TIM is 44.0 Á at 6.0 M GdnHCl (Fig. 7, O).

IX]
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FIG. 5. ANS fluorescence and catalytic actlvity of TbTIM and mu-
tant proteins a t different concentrations of GdnHCi. Samples of
TbTIM (•), WI2F (O), and W12F/W193F (V) (50 ftg mlT1) were
incubated for 48 h at different concentrations of GdnHCI. (A) !00 ^M
ANS was added and fluorescence intenslty was recorded (excltation
wavelength 360 nm, emlssion wavelength 480 nm). (B) Catalytic
actlvity was measured as descrlbed under Experimental Procedures
and Fip? was calculated as descrlbed in the legend to Fig. 4.

The & of native TbTIM (D) is 29.6 A. In 1.8 M
GdnHCI, the R, of this peak increases to 32.0 A (Fig. 7,
• ) . The order of analysis of the samples had no effect
on the elution profiles; therefore, the increase in Rs is
not caused by adsorption effeets. Changes in retention
time related to changes in solvent conditions can also
be ruled out, because the permeation properties of the
column are independent of denaturant concentration
(see Experimental Procedures and (43)). The increase
in 7?5 observed between 0 and 1.8 M GdnHCI oceurs at
concentrations of GdnHCI that coincide with the first
transition observed by CD, intrinsic fluorescence, ANS
binding, and catalytic activity measurements. Wesug-
gest that this transition involves the formation of an
intermedíate state named D* which is a partialiy ex-
panded dimeric intermedíate. Therefore, the transfor-
mation of D to D*, also detected by spectroscopy (Cuz =

1.0-1.2 M GdnHCI; Table II). is accompanied by a
complete loss of activity, a 10-nm shift in the SCM, a
50% reduction of secondary structure, and the expo-
sure of hydrophobic regions to the solvent (Figs. 4, 5A,
6A. and 7).

The hydrodynamic properties of D and D* are very
similar (Ai?s = 2.4 Á); therefore, two peaks, with slight
differences in elution volume, should be observed. In
contrast, only one peak is observed. A similar behavior
has been reponed in the unfolding of proteins that
show "molten globule" intermediates. In these cases,
single peaks were obtained in the transition región,
since the fast interconversion between states is sub-
stantially shorter than the typical time of chromatog-
raphy experiments (43).

SEC-FPLC experiments show that, between 1.0 and
2.5 M GdnHCI, D* coexists (in a slow exchange) with
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FIG. 6. Intrinsic fluorescente of TbTIM and mutant proteins at
different conecntrations of GdnHCI. Intrinsic fluorescence spectra
(excitation wavelength 295 nm) of TbTIM (•). W12F (O), and W12F/
W193F (V) were carrled oul after Incubación at dlfferent concentra-
Llons of CdnHCl for 48 h. {A) SCM einission spectra (310-400 nm)
were calculíitcd as desnribed iinder Experimental Procedures. (B)
Intrinsic fluorescence intenslty at 322 nm (*,„„, of the native en-
zymes).



UNF0LD1NG OF TRIOSEPHOSPHATE ISOMERASE FROM Trypanosoma bruce.i 125

0 1 2 3 4 5 6

GdnHCI (M)

FIG. 7. Size-exclusión chromatography of TbTIM and the mono-
merlc mutant protein at different concentra Ció ns of GdnHCi. Sam-
p!es ofTbTIM (•, ' . and • ) and RMMO-1 TIM (O) (50 ¿ig mL"1) were
Incubated for 48 h at different concentratlons of GdnHCI. Samples
were then Injected into a Superdex 75 column equillbrated with the
same denaturant concentraticn. Stokes radll (R,) were calculated
from the elution voiumes obtalned according to Eq. [2] {see Experi-
mental Procedures). TbTIM formed hlgh-molecular-welght aggre-
gates at concentratlons of GdnHCI between 1.0 and 2.5 M {*). Be-
tween 1.0 and 1.8 M GdnHCI there are two Rt valúes for oach
GdnHCI concentration (• and *), which represent to D* and A.
respectlvely. At 2.0 and 2.2 M three molecular specles were observed
(•, *, and • ) corresponding to D^, A, and M*, respectlvely. At 2.5 M.
both M* and A are present. while from 3.0 to 6.0 M GdnHCI only the
unfolding of M" {•) is observed.

two species that have important differences in their
hydrodynamic properties (Figs. 7 and 8 and see below).

The first is a high-molecular-weight species (A), with
a mean Rs of 46.7 Á (Flg. 7, asterisk, between 1.0 and
2.5 M GdnHCI). Because the Rs valué of A is sllghtly
higher than that of the completely unfolded monomers
of RMMO-1TIM and TbTIM, it is likely that A is
formed by aggregated rnolecules. The second popula-
tion has Rs valúes between those of the D* and A
states. This species (M*) (Fig. 7, • ) appears at 2.0 M
GdnHCI and coexists with D* at concentrations of 2.0
and 2.2 M (Figs. 7 and 8, see below). The Rs valúes of
M* overlap with those obtained for the monomeric
mutant RMM0-1TIM at concentrations between 1.8
and 6.0 M of GdnHCI (compare • and O in Fig. 7);
therefore, it is likely that M* is a monomeric interme-
díate.

In oider to corrobórate the association state of D*.
M*, and A, SEC-FPLC profiles were also obtained at
different TbTIM concentrations. Figure 8 shows repre-
sentative elution profiles between 1.0 and 2.5 M of
GdnHCI. with 5. 50, and 200 ng mL"1 of TIM. The
dominant state depends on the concentrations of both
TbTIM and denaturant. At 5 pg mL"1 TIM D* is the
dominant form at 1.2 and 1.8 M GdnHCI (Figs. 8A and
8B), whereas M* is the most favored state in 2.0, 2.2,
and 2.5 M GdnHCI (Figs. 8C-8E). We proposed that A

is formed by aggregated molecules and, in agreement
with this proposal, when TIM concentration was in-
creased to 50 and 200 ¿ig mL"1, A became the dominant
state in the concentration range between 1.8 and 2.5 M
GdnHCI (Figs, 8B-8E).

Although the analysis of the interconversion be-
tween D* and M* is complicated by the off-pathway
formation of A, there is a clear dependence of the ratio
[D*]/[M*] on protein concentration calculated with the
peak áreas for D* (aD*) and M* (aM*). Thus, at 2.0 M
GdnHCI, aD*/aM* (50 ,¿g mL"1) = 1, and aD*/aM* (5
Hg mL"1) = 1/3. At 2.2 M GdnHCI this dependence on
protein concentration is even more evident: aD*/aM*
(50 ^g mL") = 1/3 and aD*/aM* {5 ¡xg mL"1) = 1/10.
This behavior is in agreement with the proposed asso-
ciation state of the intermediates. It is noteworthy that
at GdnHCI concentrations higher than 1.8 M, the Rs for
the dimeric intermedíate is smaller than that of the
monomeric intermedíate. However, this transition is
also accompanied by large changes in the CD and flu-
orescence spectra, suggesting that the monomer is con-
siderably destabilized upon dissociation.

It is important to note that, although the D* to M*
transition is complete when GdnHCI concentration
reaches 2.5 M, M* continúes to unfold beyond that
GdnHCI concentration, since further changes in Rs,
fluorescence, and CD are observed up to 2.5 M GdnHCI
(Figs. 4, 6, and 7).

DISCUSSION

The CompJex Unfolding of TbTIM

The data reported in this work show that the unfold-
ing of TbTIM induced by GdnHCI is complex and irre-
versible. Irreversibility in the unfolding of TIM has
been previously reported in the unfolding induced by
heat of wt and monomeric mutants oí TbTIM (29), in
the unfolding promoted by GdnHCI of Plasmodium
falciparum TIM (32), and in the unfolding of TIM from
Thermotoga marítima induced by either heat or
GdnHCI (48). In this work, the unfolding transitions of
TbTIM induced by GdnHCI are also irreversible (Fig.
3); therefore, it is impossible to analyze our data using
standard thermodynamic models.

Complete irreversibility was observed when unfold-
ing was carried out between 1.0 and 2.0 M GdnHCI.
SEC-FPLC experiments show that aggregates coexist
with intermediates in this range of denaturant concen-
trations. The presence of aggregates increases with
protein concentration and correlates with a decrease in
the yield of TbTIM refolding (see Figs. 3, 7, and 8).
Therefore, irreversibility is caused by the presence of
high-molecular-weight aggregates that result from the
nonnative association of D* and M*. Previous reports
suggest that partially folded intermediates and molten
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FIG. 8. Effecl of the concentración of TbTIM on the equilibria between the D", M*, and A states. Elution profiles were obtained after
incubation of samples contalning 5. 50, and 200 fig mL"' of TIM at the indicated GdnHC! concenCradons for 48 h. Samples were injected into
a Superdex 75 column equillbrated with the same denaCurant concentratlon. (A to E) Obtained at 1.2, 1.8, 2.0, 2.2. and 2.5 M GdnHCI.
respe c ti ve ly.

globule intermediates are prone to aggregate (7-9).
Even though the denaturation of P. falciparuw, T.
maríthr.a, and T. brucei TIMs is irreversible, these
studies have yielded important information about their
unfolding processes.

Our data show that the unfolding of TbTIM tnduced
by GdnHCI follows a complex mechanism:

The transition from D to D* corresponds to the first
transition detected by catalytic activity and spectro-
scopic data and takes place from 0 to 1.8 M GdnHCI. It

r
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involves the gradual expansión of the dimer (Fig. 7, • )
and is accompanied by loss of catalytic activity {Fig.
5B), the exposure of hydrophobic surfaces (Fig. 5A),
and a 50% decrease in secondary structure {see Results
and Fig! 4). Thereafter, in a narrow range of denatur-
ant concentrations (from 2.0 to 2.2 M GdnHCI, Fig. 7),
D* dissociates to 2M*. and M* is further transformed
into completely unfolded monomers (between 2.2 and
3.0 M GdnHCI). The second transition detected by the
spectroscopic techniques spans from 1.8 to 3.0 M
GdnHCI (Figs. 4, 6A. and 6B) and has a Cvz valué of 2.2
M GdnHCI (Table II). M* is a monomeric intermedíate,
and this conclusión is supported by the observation
that the hydrodynamic properties of M* and those of
the monomeric mutant RMM0-1TIM are very similar
in a concentration range between 2.0 and 6.0 M of
denaturant (Fig. 7, • , O). In addition, the fraction of
moíecules in the M* state increases with decreasing
protein concentration (Figs. 8C-8E).

Therefore, the D* to 2M* and the 2M* to 2U transi-
tions detected by SEC-FPLC are both included in the
second transition detected by spectroscopic techniques
(Table 'I). As a consequence, the conformational
changes that take place in each of these transltions
cannot be assigned precisely. Nevertheless, it is clear
that the transition of D* to 2U involves a drastic ex-
pansión and the complete loss of secondary and ter-
tiary structure. Notwithstanding the difference in as-
soctation state between D* and M*, the R, of both
intermediates is similar; therefore, M* is much more
expanded that the monomers within D*.

Single peaks with increasing Rs valúes were ob-
served in the transitions from D to D* and from M* to
U analyzed by SEC-FPLC. The absence of two discrete
conformers in these transitions suggests that the ex-:
change between D and D* and that of M* and U is
faster than the time scale of the FPLC runs (43, 49).

High-molecular-weight aggregates (A) were detected
by SEC-FPLC at concentrations between 1.0 and 2.5
M GdnHCI. The population of D* decreases and that of
A rises with increasing protein concentration (Figs. 8A
and 8B;. It is likely that the transformation between
D* and/or M* to A follows a nonproductive irreversible
pathway (compare Figs. 3 and 8).

Analysis of Fluorescence Data

Intrinsic fluorescence has been used in alí the re-
ports that'deal with the equilibrium unfolding of TIM.
All the TIMs previously studied have múltiple Ws. The
presence of more than one W residue limits the inter-
pretation of fluorescence data, since the observed sig-
nal corresponds to the average properties of different
W residues. In other proteins, this problem has been
solved by site-directed mutagenesis, replacing W resi-
dues with Y or F (37. 50). In this work, we followed'this

rationale and constructed severa] TbTIM mutants
where F replaced W residues. The secondary, tertiary,
and quaternary structure of native TbTIM are pre-
served in W12F and W12F/W193F, as evidenced by the
similarity in catalytic parameters, CD, and intrinsic
fluorescence spectra of the native enzymes (Table I,
Fig. 1). However, the unfolding patterns foilowed by
CD and IF show that the presence of the plateau región
increases in the order TbTIM < W12F < W12F/W193F
(Figs. 4 and 6A). The same order was observed in ANS
binding (Fig. 5A). These data suggest that the native
state was destabilized relative to the intermedíate
state, after mutating W12 to F and also in the double
mutant W12F/W193F. The highest valué of ANS fluo-
rescence observed in the W12F/W193F double mutant
indicates either that the intermedíate state(s) in this
mutant are less packed than those of the wt TbTIM or
that the population of the W12F/W193F intermediates
could be larger than that observed for the wild-type
enzyme. These findings indícate that the susceptibility
of the protein to denaturants increases with the num-
ber of W substitutions. For example, the W12F/W90Y/
W159F/W193F mutant, which contains only the cata-
lytic loop W170 (Fig. 2) was overexpressed and puri-
fled. However, the yie'ld was very low and the enzyme
had only residual activity (10-30 ¿onol min"1 mg~')
and was prone to aggregation.
• The flnding that the fluorescence intensity of WI2F
is lower than that of W12F/W193F indicates that in
both W12F and TbTIM, a W residue is quenched by
W193. The distance between W159 and W193 (6.1 Á)
suggests that W159 is the quenched residue. This con-
clusión is supported by the fact that fluorescence in-
tensity of the W159F mutant and that of TbTIM are
very similar (Fig. IB). Therefore, fluorescence changes
in the denaturation of wt TbTIM are mainly due to the
exposure of the buried residues W12 and W170 since
fluorescence of W159 is quenched by W193, whereas
W90 and WI93 are solvent exposed. Consequently, and
assuming the same unfolding mechanism for wt Tb-
TIM and the mutants, the unfolding pattern of the
W12F mutant should reflect mainly the exposure of
W170. Also, since the quencher W193 is absent in the
W12F/W193F mutant, all fluorescence changes during
the unfolding of this enzyme, should mainly report the
exposure of W159 and W170. Although W12F shows
two transitions, the amplitude of the flrst one is small;
therefore, it was not detected by the Savuka program
(45)- The main change in fluorescence intensity in the
unfolding of W12F is observed between 1.4 and 3.0 M
GdnHCI (Fig. 6B). Since the main contribution to the
fluorescence intensity of W12F mutant comes from
W170, this suggest that the environment near this W,
located in the catalytic loop, is severely modified in the
transition from 2M* >̂ 2Ü.
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The unfolding profile of wt TbTIM shows two tran-
sitions: one with a midpoint around 1.2 M GdnHCl and
the second, which is observad in both wt TbTIM and
W12F, with a midpoint at 2.2 M GdnHCl (Table II).
This s-.jggests that W12 becomes exposed during the
first transition from D to D*. because the difference in
fluorescence between W12F and TbTIM is due to the
exposure of W12.

Finally. the unfolding of W12F/W193F shows two
transitions that should reflect the exposure of residues
159 and 170. Since W170 is mainly exposed in the
second transition (see above), it is likely that the dif-
ference between wt TbTIM and the W12F/W193F mu-
tant during the first transition, from D to D*. is due to
the exposure of WI59 (located in a short 3,0 helix before
0strand6, Fig. 2).

Comparison ofthe Unfolding Pattern
of Homologous TIM

Because the tertiary and quaternary structures of
TIM from several species are essentially identical (51),
TIM is an excellent model to study the evolution in
folding 'mechanisms. Indeed, the denaturation pat-
terns of TIM from several species can be compared to
determine the invariant properties in the denaturation
of this fold. Transient folding intermediates of TIM
have been detected by following the kinetics of refold-
ing (23, 24). On the other hand, most equilibrium stud-
ies have reported a two-state behavior. The unfolding
of human TIM (28), P. faiciparum TIM (32), and yTIM
(33) induced by urea, as well as the unfolding of Leish-
inania mexicana TIM in GdnHCl (36), show monopha-
sic transitions. In contrast, equilibrium-folding inter-
mediates have been detected in the GdnHCl induced
unfolding of P. falciparumülU (32), yTIM (33. 35), and
L. mexicana TIM at pH extremes (36).

In this work, we observed for the first time the pres-
ence of two intermediates in the unfolding of TbTIM
induced by GdnHCl. Our results, also explain the írre-
versibility of the process in terms of the presence of
aggregates, presumably formed by the wrong associa-
tion of partially folded intermediates observed in other
proteins (9).

Previous reports show that the denaturation pattern
of yTIM induced by GdnHCl is monophasic (33, 35).
Both yTIM and the W12F/W193F TbTIM mutant have
three W residues located in equivalen! positions (Table
I); however, the results obtained in this work demón-
strate the presence of two folding intermediates. This
indicates that in spite of the 49% sequence identity
between both TIMs, the 100% conservation of the ac-
tive site, and the practical identity in the superposition
of both structures (51), the stability of the intermedi-
ates is different in the two proteins. The variability
observed in the monomer-monomer interface of homol-

ogous TIMs (14, 51) may be responsible for the differ-
ences in unfolding behavior. The unfolding of yTIM is
reversible (33, 35) whereas that of TbTIM is not. The
aggregation of TbTIM intermediates may be related to
the nonpolar character of the TbTIM interface when
compared to that of yTIM (51).

It is reasonable to think that homologous proteins
that function in different cellular compartments could
differ in their folding pathways. TbTIM is a glycosomal
protein. The glycosome is a typical microbody of
trypanosomatids Hke T. brucei, T. cruzi, and L. mexi-
cana (52, 53). Several proteins of the glycolytic path-
way are inside the glycosome. Apparently they are
synthesized in the cytosol in their mature form and
transferred to the glycosome without any apparent
modification (53). It has been proposed that the infor-
mation required for the transfer to the glycosome is
contained in the primary structure and that positive
charge hot spots are present in glycosomal proteins
(54). It is possible that the folding intermediates ob-
served in TbTIM may, have a functional role in the
transport of TIM to the glycosome. In order to support
this hypothesis, a detailed characterization of the fold-
ing intermediates observed in TbTIM and the study of
the folding pathway of TIM from other trypanosoma-
tids is needed.
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